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1.1 Descomposición de la materia orgánica
1.1.1 Definición y etapas del proceso
La descomposición es un proceso en cascada en el que la materia orgánica muerta experimenta una suce-
sión de transformaciones físicas y químicas en el suelo que conducen a la mineralización de una parte del 
recurso y al depósito de compuestos resistentes en forma de humus (Swift et al., 1979). La descomposi-
ción sigue un proceso lógico de degradación, es decir, los compuestos que forman parte de la materia or-
gánica se van a descomponer en función de su facilidad de asimilación o degradación; en relación con esto 
existe una clasificación ampliamente aceptada que ordena de menor a mayor la resistencia a la degrada-
ción de los componentes de la materia orgánica: azúcares< almidón < hemicelulosas, pectinas, proteínas 
< celulosa < ligninas < suberinas < cutinas. De modo general, la descomposición incluye dos procesos que 
ocurren simultáneamente: la mineralización, que se caracteriza por ser un proceso catabólico en el que los 
elementos retenidos en forma orgánica dentro de tejidos biológicos pasan a formas inorgánicas, como ni-
tratos, fosfatos y sulfatos, y la  humificación, proceso anabólico donde las moléculas orgánicas, mediante 
procesos de condensación, forman o son agregadas a polímeros orgánicos caracterizados por tener una 
resistencia mayor a la degradación. El humus constituye la fracción más estable de la materia orgánica 
del suelo, pudiendo persistir en el mismo durante décadas, cientos o incluso miles de años. Las sustancias 
húmicas generalmente representan desde 1/3 a 3/4 partes del total de la materia orgánica del suelo, y 
pueden definirse como una mezcla de polímeros orgánicos biogénicos de hidrocarburos alifáticos mixtos 
y de naturaleza aromática, ricos en grupos funcionales carboxílicos y fenólicos, formados por reacciones 
secundarias de síntesis (el proceso de humificación) de biomoléculas procedentes del proceso de desinte-
gración, las transformaciones de organismos muertos, y la actividad microbiana (Senesi y Loffredo, 1999; 
Bertoncini et al., 2005). La mineralización regula tanto los flujos de nutrientes como su distribución en el 
tiempo y en el espacio y la humificación regula la acumulación en el suelo de la materia orgánica estabi-
lizada. Los carbohidratos simples, los ácidos orgánicos, los aminoácidos y péptidos conforman la fracción 
de la materia orgánica soluble en agua. Son compuestos de fácil asimilación, con un bajo peso molecular, 
y los primeros en ser metabolizados por los microorganismos; se pierden fácilmente por lixiviación, y por 
lo tanto, su concentración disminuye rápidamente durante los primeros estadios de descomposición. Los 
compuestos estructurales, como la celulosa y la hemicelulosa, sufren una degradación más lenta. Al prin-
cipio del proceso la concentración de hemicelulosa decrece más rápidamente que la de celulosa, pero luego 
la relación entre ambas se mantiene más o menos constante. Finalmente se produce la degradación de 
la fracción más recalcitrante de la materia orgánica, formada por compuestos como la lignina, la quitina 
y la suberina (Berg y McClaugherty, 2003). A medida que el proceso avanza, la composición química del 
residuo cambia afectando, en consecuencia, a la estructura de su comunidad microbiana (Feng y Simpson, 
2009). 
Begon et al. (1990) señalaron que la diversidad de la microbiota presente en un recurso orgánico en des-
composición tiende a disminuir a medida que van quedando sin transformar los compuestos más resis-
tentes, que sólo pueden utilizar un número cada vez más reducido de especies microbianas.  La aparición 
de los colonizadores precoces, grupo formado por determinados grupos de bacterias y hongos que utilizan 
materiales solubles de fácil asimilación como aminoácidos y azúcares. Estos microorganismos se caracte-
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rizan por carecer de enzimas capaces de degradar compuestos orgánicos complejos como la celulosa y la 
lignina y por ser “estrategas de la r”, es decir, van a sufrir grandes explosiones demográficas cuando los 
recursos son abundantes y dejan una gran cantidad de fases de resistencia en el medio cuando éstos se 
agotan (Berg y McClaugherty, 2003). En relación con esto es importante destacar que la diversidad de la 
microflora activa que participa en esta fase tiende a disminuir, de forma que los remanentes más recalci-
trantes son utilizados por menos especies más especializadas. De forma complementaria a esta sucesión 
de procesos degradativos, el proceso de descomposición puede estudiarse como una red compleja donde 
el material de partida es progresivamente ingerido-digerido-defecado por distintos organismos, dando 
lugar a una estructura en cascada donde se originan y degradan nuevos materiales a partir del original 
(Swift et al., 1979). 
Entre los factores que regulan la tasa de descomposición, uno fundamental es la accesibilidad del sus-
trato para los microorganismos. La accesibilidad es generalmente baja y provoca ralentizaciones en la tasa 
de descomposición; por eso el papel de los detritívoros es fundamental al fraccionar la materia orgánica 
en diferentes compartimentos lo que facilita el ataque de los microorganismos. Otro factor que regula la 
tasa de descomposición, llegando a ser limitante en algunos casos, es la cantidad de nitrógeno que hay 
a disposición de los microorganismos, bien en la materia orgánica, bien en el medio, ya que ésta limita el 
crecimiento bacteriano; también se ha encontrado que en  determinados ambientes son otros elementos 
los limitantes como el fósforo y el carbono. El efecto positivo de la estimulación de la materia orgánica en 
la mineralización lleva al reciclado de nutrientes (P y N orgánico) atrapado en la materia orgánica y bene-
ficia a la producción primaria (Kuzyakov et al., 2000).
1.1.2 Organismos implicados en el proceso de descomposición.
Los microorganismos producen las enzimas responsables de la descomposición bioquímica de la mate-
ria orgánica muerta (Sinsabaugh et al., 1991; Papa et al.,2008, Depkat-Jakob et a., 2010). Son muy abun-
dantes y diversos y así, por ejemplo, en un gramo de suelo puede haber entre 5000 y 10000 especies 
de microbios (Torsvik et al., 2002). Los hongos y las bacterias dominan la biomasa microbiana del sue-
lo (Joergensen y Wichern, 2008), y su actividad se ve afectada de forma diferente por la composición 
y la disponibilidad de sustrato (Meidute et al., 2007), y por factores abióticos tales como la humedad 
(Alexander, 1980), la aireación (Alexander, 1980) y el pH (Blagodatskaya y Anderson, 1998). En condicio-
nes aerobias hongos y bacterias actúan conjuntamente en el proceso de descomposición, mientras que 
en ambientes de anaerobiosis las bacterias son responsables de casi todos los cambios producidos en el 
sustrato (Alexander, 1980). Los ambientes anaeróbicos presentan un elevado contenido en agua y en ellos 
se acumulan ácidos orgánicos como el ácido acético, fórmico y butírico, que junto con el H
2
 y otras molé-
culas orgánicas simples sirven de fuente de energía para las bacterias formadoras de metano. Los hongos 
suelen ser dominantes en hábitats ácidos debido a la falta de competencia microbiana por los recursos 
disponibles; sus enzimas celulasas y hemicelulasas funcionan mejor a valores bajos de pH (de Boer et al., 
2005). Además, son muy importantes en la degradación de compuestos orgánicos complejos como la 
celulosa y la lignina (van der Wahl et al., 2006; Strickland et al., 2009); también existen algunas bacterias 
capaces de degradar celulosa tanto en condiciones aerobias como anaerobias (Lynd et al., 2002; de Boer 
et al., 2005), pero su participación en la degradación de lignina es mínima (Kirk y Farrell, 1987; Tuomela 
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et al., 2000),aunque por estudios más recientes si que existen algunas bacterias capaces de realizar esta 
degradación (Inman, 2011). Las bacterias suelen ser muy competitivas en la descomposición de moléculas 
orgánicas simples (Jones, 1998), aunque el papel de los hongos en la degradación de estos compuestos 
es también de gran importancia (Waldrop y Firestone, 2004), principalmente en suelos con un pH bajo y 
con una tasa alta de incorporación de materia orgánica (de Boer et al., 2005). Su sistema de hifas puede 
extenderse a través de los espacios intercelulares y penetrar en el interior de la célula, otorgándoles una 
gran capacidad exploratoria; además, el transporte de nutrientes a través de esta red de hifas les permite 
explotar nuevos recursos, incluso cuando nutrientes como el N y el P son limitantes (Bardgett, 2005).
Muchos animales de tamaño variado cohabitan con los microbios, alimentándose de ellos y dispersán-
dolos a través del suelo; afectando, en consecuencia, al proceso de descomposición de la materia orgánica. 
Algunos se alimentan fundamentalmente de microbios (microbívoros), otros de materia orgánica en des-
composición (detritívoros), otros de una mezcla de materia orgánica y microbios (microbio-detritívoros), 
mientras que otros son carnívoros o pueden ocupar varios niveles tróficos.
La manera más simple de clasificar a los animales del suelo es hacerlo en función del tamaño de su cuer-
po (Swift et al., 1979). La microfauna incluye a los invertebrados más pequeños (ancho del cuerpo < 0,2 
mm), fundamentalmente nematodos y la mayoría de los ácaros que, o bien ingieren microorganismos o 
metabolitos microbianos o forman parte de redes tróficas de microdepredadores. La mesofauna (inverte-
brados de tamaño medio, con una anchura corporal entre 0,2 y 10 mm) es muy diversa taxonómicamente 
(incluyendo muchos anélidos, insectos, crustáceos, miriápodos, arácnidos y otros artrópodos) que funcio-
nan como transformadores del mantillo vegetal, e ingieren una mezcla de materia orgánica y microorga-
nismos. Además de digerir parte de este material generan importantes cantidades de heces que sufrirán 
un ataque microbiano posterior debido a las condiciones favorables de humedad y al mezclado intenso que 
tuvo lugar durante su paso a través del intestino. Posteriormente, otros invertebrados pueden reingerir 
estas deyecciones (coprofagia) y asimilar una nueva serie de sustratos que han quedado disponibles como 
consecuencia de la reciente actividad microbiana. En ocasiones estos depósitos fecales pueden acumular-
se y llegar a formar el horizonte H de algunos tipos de humus. Por último, la macrofauna, formada por los 
invertebrados más grandes (ancho corporal > 1 cm), incluye fundamentalmente a las lombrices de tierra, 
junto con algunos moluscos, miriápodos y distintos grupos de insectos.
1.2 Lombrices de tierra
Las lombrices de tierra han sido clasificadas en el Filo Annelida, orden Oligochaeta y clase Clitellata (Ed-
wards y Lofty, 1977). La importancia de las lombrices fue ya reconocida por Aristóteles quien las llamó “los 
intestinos de la tierra” y Charles Darwin de forma similar en su libro de 1881 titulado” La formación del 
mantillo vegetal por la acción de las lombrices de tierra:”…It may be doubted whether there are many other 
animals which have played so important a part in the history of the world, as have these lowly, organized 
creatures”.
El orden Oligochaeta contiene 12 familias: Moniligastridae, Megascoleidae, Ocnerodrilidae, Acantho-
drilidae, Octochaetidae, Eudrilidae, Glossoscolecidae, Sparganophilidae, Microchactidae, Hormogastridae, 
Criodrilidae y Lumbricidae. Estos animales invertebrados fueron los que comenzaron a colonizar el medio 
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terrestre hace 600 millones de años (Lavelle y Spain, 2001). Des del punto de vista agrícola, la familia 
Lumbricidae es la más importantes ya que vivieron en los ecosistemas de prado y agrícolas de la región 
Paleártica. 
Esta familia incluye los géneros Lumbricus, Aporrectodea, Allolophora, Dendrobaena, Eisenia, Helo-
drilus, Octalasion y Eophila (Edward, 2004). La diversidad de estos macroorganismos depende de las 
condiciones bióticas y factores tales como: temperatura, humedad, pH, aparente densidad, y materia 
orgánica que forma parte de su dieta (Curry y Schmidt, 2007). Excepto en los climas muy fríos o secos 
las lombrices de tierra han llegado a convertirse en componentes importantes de la fauna del suelo; 
los límites a su distribución los fija la respiración cutánea, herencia de su origen acuático y una fuerte 
dependencia de los regímenes hídricos del suelo. Se han descrito más de 8000 especies, aunque de 
la gran mayoría sólo se conoce el nombre y su morfología, y no se sabe nada de su biología y ecología 
(Reynolds y Wetzel, 2004). Las lombrices de tierra son invertebrados edáficos que pueden definirse 
como metazoos segmentados y celomados, donde el celoma función como esqueleto hidrostático. 
El cuerpo se puede dividir en dos partes, una anterior que comienza en la boca y una estructura sen-
sorial localizada encima de ésta, el prostomio, y finaliza con el clitelo. Esta parte anterior comprende, 
la parte anterior del aparato digestivo (faringe, esófago, molleja y buche), los corazones laterales y 
el aparato reproductor; la parte posterior está formada por el intestino que acaba en el ano. Estos 
animales carecen de extremidades aunque en cada segmento del cuerpo hay un número variable de 
quetas (Figura 1).
1.2.1 El intestino de las lombrices de tierra.
El intestino de lombrices europeas contiene un micro hábitat para microorganismos: un alto nº de mi-
croorganismos  cultivables anóxicos diferentes al suelo (Drake y Horn, 2007; Ihssen et al., 2003; Krasten, 
et al., 1995). El intestino  de la lombriz actúa como nicho ecológico con condiciones estables características 
para los microorganismos: condiciones de anoxia, alto contenido en agua, riqueza en mucus que contiene 
alta concentración de nutrientes orgánicos e inorgánicos, y alta influencia mecánica y química del huésped 
(Trigo, D., 1999, Horn et al., 2003; Drake y Horn 2007). La velocidad de digestión de las lombrices tras la 
ingestión de materia orgánica diversa (suelo y estiércoles ganaderos, entre otras fuentes) por los intes-
tinos de las mismas es rápida, su duración varía entre 2 a 16 horas dependiendo de la especie de lombriz) 
(Brown et al., 1995; Hartenstein et al., 1981; Barois et al., 1993) y así, se degrada la materia orgánica en sus 
diferentes propiedades biológicas, químicas y físicas (Barois et al., 1993). Además, otra de las característi-
Figura 1.  Anatomía externa de una lombriz de tierra (tomado de Hickman et al., 2009).
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cas del intestino es la producción de enzimas que se da en intestinos y deyecciones de diferentes especies 
de lombrices como: quitinasa, proteasa, fosfatasa, celulasa y otras enzimas glicosídicos  (Byzov_et al., 
2007, Beloqui et al., 2010; Nozaki et al., 2009; Sanchez-Hernandez et al., 2009). Estas enzimas permiten 
la digestión de bacterias, protozoos y hongos y parcialmente del detritus de plantas y materia orgánica 
descompuesta. Sin embargo, algunas especies de lombrices podrían participar en la descomposición de la 
lignina y en los procesos de humificación, así como las peroxidasas que destruyen las conexiones de lignina 
como ocurre en los intestinos de E. fetida (Neuhauser, 1978), aunque no se sabe con certeza si esto ocurre 
por el efecto de la lombriz o por sus bacterias intestinales ya que por recientes estudios se han encontrado 
bacterias que degradan lignina en los intestinos de humanos (Inman, 2011). Los hábitos de comida de di-
ferentes especies de lombrices de tierra promueven la selección de sustratos, sobretodo en endogeas, que 
aumentan su contenido en C y N en su intestino comparado con el suelo. En el buche y molleja el material 
ingerido es mezclado y triturado (de-estructurando la materia orgánica de suelo). Entonces, aumenta  en 
la parte anterior el contenido en agua (60-150% del peso de todos los materiales ingeridos aumentan), 
el pH es neutralizado y favorece o aumenta el contenido en C soluble en agua (mucus intestinal) que 
cuando se secreta, aumenta la actividad microbiana en la parte media y posterior del intestino. En esta 
última parte, mucha parte del mucus y agua son reabsorbidos por la lombriz, pero las deyecciones (24h 
más tarde) siempre tienen un alto contenido de agua y carbono soluble en agua que el sustrato que existe 
alrededor; así mismo, el pH vuelve a los valores del sustrato ingerido (Barois 1986; Parle, 1963; Trigo et 
al., 1993, 1995). Por lo tanto, el intestino de las lombrices produce una sustancia rica en nutrientes que se 
llama mucus. Estudios de Martin et al. (1987) muestran que este mucus está formado por una mezcla de 
azucares, glicoproteínas de alto peso molecular (40000-60000Da) que aumenta la actividad microbiana 
en la parte media y posterior del intestino. Además, existen estudios donde se determina una similaridad 
entre mucus y las distintas categorías ecológicas de lombrices donde el mucus es diferente al sustrato de 
partida (Trigo et al., 1999). Además, en la parte media y posterior del intestino, la concentración de mucus 
se ve reducida <50% en relación a la que se encuentra en la parte anterior del intestino donde existe un 
50-800mg mucus.g-1 de contenido intestinal seco. En las deyecciones, las concentraciones de la fracción 
de materia orgánica soluble en agua es generalmente >50% más alto que en los sustratos ingeridos. 
Existe una tendencia a decrecer el contenido de C y N del mucus en la parte posterior del intestino. Todo 
esto tiene una relación con la actividad microbiana que aumenta durante los procesos de envejecimiento 
donde los sustratos modificados por las lombrices (deyecciones) están sufriendo los procesos de ma-
duración en el tiempo y existe esta tendencia a decrecer en el contenido en carbono aumentando así, la 
mineralización de la materia orgánica (los compuestos como nitratos y amonios) en los suelos y el oxigeno 
aumenta de nuevo en relación a la bajada en el intestino. La más alta concentración de mucus se da más 
en las especies de lombrices de climas templados que tropicales (Barois et al., 1987) que probablemente 
es el resultado de una mayor estimulación de la microbiota por las bajadas de temperaturas anuales en el 
entorno de la lombriz. 
Así, las relaciones entre las lombrices y los microorganismos en el intestino y derivados (deyecciones) 
están condicionadas por distintos parámetros: la capacidad de las lombrices por producir enzimas diges-
tivos propios que promueve o inhibe la proliferación de hongos, actimomycetes y bacterias (Byzov_et al., 
2007; Barois, 1992), la cantidad y calidad de la materia orgánica en descomposición, la  temperatura y 
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además, la producción de sustancias nutritivas (mucus) del intestino que aumenta la calidad del mate-
rial ingerido y la actividad microbiona dentro y tras el paso de materia orgánica por los intestinos de las 
lombrices.
Las bacterias de mayor tamaño son digeridas (Brown y Doube, 2004; Clegg et al., 1995; Kristufek et al., 
1994; Schonholzer et al., 2002), habiéndose detectado transferencia de ácidos grasos de las bacterias al 
tejido de la lombriz (Sampedro y Whalen, 2007; Sampedro et al., 2006), aunque el número total y cultiva-
ble de bacterias tiende a aumentar a lo largo del tubo digestivo (Fischer et al., 1995;, Kristufek et al., 1992, 
Parle, 1963; Pedersen y Hendriksen, 1993, Schonholzer et al., 2002; Wolter y Scheu, 1999). 
El número de anaerobios fermentativos y microorganismos que utilizan nitrato como aceptor terminal 
de electrones es aproximadamente 2 órdenes de magnitud más alto en el intestino de las lombrices que 
en el suelo circundante (Karsten y Drake 1995, 1997; Matthies et al. 1999; Ihssen et al. 2003; Horn et al. 
2003, 2006). Así, en el intestino de la lombriz Aporrectodea caliginosa se han descrito nuevas especies de 
bacterias productoras de N
2
O de los géneros Dechloromonas (Betaproteobacteria), Flavobacterium (Cyto-
phaga-Flavobacteria del grupo Bacteroidetes), y Paenibacillus (clase Bacilli) (Horn et al. 2005). Esto sugiere 
que las lombrices son capaces de seleccionar qué especies de microorganismos van a poder proliferar en su 
intestino y cuáles no. Parte de este proceso de selección probablemente lo determina el propio ambiente 
intestinal, carente de oxígeno (Karsten y Drake, 1995), con un pH neutro y los aportes de agua y mucus, 
que activan así el metabolismo microbiano intestinal (Drake y Horn, 2007).
1.2.2 Hábitos alimenticios y  distintas categorías de lombrices.
Aunque es muy probable que las lombrices de tierra combinen hábitos detritívoros y microbívoros, todavía 
no está claro el nivel trófico que ocupan, ni de donde obtienen sus aportes de energía (materia orgánica en 
descomposición, microorganismos, microfauna o una combinación de ellos); las lombrices podrían utilizar 
diferentes estrategias, desde mecanismos no selectivos hasta estrategias de pastoreo (grazing), y ser 
capaces de combinar e intercambiar fuentes de carbono vivas y muertas (Domínguez et al. 2003). 
La estimulación de la mineralización del carbono se debe al aumento de la actividad de las comunida-
des microbianas y de la tasa de reposición de las poblaciones microbianas consumidas, mientras que el 
aumento de la mineralización de N se debe fundamentalmente a la excreción directa del exceso de N. En 
general, los microbívoros tienen eficiencias de asimilación más bajas que los microorganismos sobre los 
que “pastan”, y por eso excretan los nutrientes excedentes en formas biológicamente disponibles (así por 
ejemplo los protozoos bacterívoros liberan alrededor de un tercio del N consumido (Bardgett, 2005). Esta 
liberación de nutrientes constituye de hecho una removilización de aquellos que estaban secuestrados en 
la biomasa microbiana, y se conoce como “bucle microbiano” (Clarholm, 1994).
Aunque las lombrices pueden asimilar carbono de las fracciones más lábiles de los restos orgánicos, su 
contribución a la respiración heterotrófica total es muy pequeña debido a su baja capacidad de asimilación. 
La mineralización de nitrógeno está regulada básicamente por la disponibilidad de nitrógeno orgánico 
disuelto y amonio, la actividad de los microorganismos y sus requisitos relativos de carbono y nitrógeno.
Las lombrices de tierra también tienen un gran impacto en las transformaciones del nitrógeno a través 
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de modificaciones de las condiciones ambientales y de sus interacciones con los microorganismos; así 
su actividad en los restos orgánicos produce condiciones que favorecen la nitrificación, que resulta en la 
conversión rápida del nitrógeno amoniacal en nitratos, aumentando la mineralización de la materia orgá-
nica (Atiyeh et al. 2000; Domínguez 2004; Lazcano et al. 2008; Aira et al. 2008; Aira y Domínguez 2009, 
Gómez-Brandón et al. 2011ac).
Por otro lado, las distintas especies de lombrices tienen estrategias vitales diferentes, ocupan nichos 
ecológicos distintos y se han clasificado, sobre la base de su alimentación y de la zona del suelo en la que 
viven, en tres categorías ecológicas: epigeas, anécicas y endogeas (Bouché, 1977). Las especies epigeas 
viven en el horizonte orgánico, en o cerca de la superficie del suelo, alimentándose principalmente de 
materia orgánica en descomposición (restos vegetales, heces de animales, etc). Suelen ser especies de 
pequeño tamaño, pigmentadas y con altas tasas metabólicas y reproductivas que les permiten adaptarse 
a las condiciones ambientales tan variables de la superficie del suelo. Producen deyecciones holorgánicas 
y presentan una tasa alta de consumo, digestión y asimilación de la materia orgánica, por lo que juegan 
un papel clave como transformadoras del mantillo. Las especies endogeas viven a mayor profundidad 
en el perfil del suelo, y se alimentan principalmente de suelo y de la materia orgánica asociada. Tienen 
poca pigmentación, y construyen sistemas de galerías horizontales muy ramificadas, que llenan con sus 
propias deyecciones mientras se mueven por el horizonte orgánico-mineral del suelo. A diferencia de las 
lombrices epigeas, las especies endogeas presentan tasas de reproducción más bajas y ciclos de vida más 
largos, y son más resistentes a periodos de ausencia de alimento.
 Las especies anécicas viven de forma más o menos permanente en galerías verticales, que pueden 
extenderse varios metros hacia el interior del perfil del suelo. Por las noches emergen a la superficie para 
alimentarse de hojarasca, heces y materia orgánica en descomposición, que transportan al fondo de sus 
galerías; depositan sus excrementos en la superficie. Normalmente estas lombrices son de gran tamaño y 
de un color pardo oscuro. Sus tasas reproductivas son relativamente bajas.
Estudios con isótopos naturales han hecho posible esta clasificación y han demostrado que las lombri-
ces de tierra pertenecientes a las diferentes categorías ecológicas tienen perfiles isotópicos claramente 
diferenciados, indicando que se alimentan de diferentes fuentes de C y N (Curry y Schmidt 2007). Por lo 
tanto, aunque es muy probable que las lombrices de tierra combinen hábitos detritívoros y microbívoros, 
y todavía no está claro el nivel trófico que ocupan, ni de donde obtienen sus aportes de energía (materia 
orgánica en descomposición, microorganismos, microfauna o una combinación de ellos), estos estudios 
isotópicos nos confirman que dependiendo del tipo de categoría ecológica las lombrices parecen mostrar 
preferencias por diferentes alimentos y/o microorganismos, lo que condicionará la composición microbia-
na intestinal y de sus deyecciones. 
También, otros estudios de Postma-Blaauw et al. (2006), se observa que las lombrices de tierra de dife-
rentes categorías ecológicas aportan diferentes bacterias que afectan de manera diferente a la minerali-
zación de la materia orgánica. A su vez, los estudios actuales de Laetitia Bernard et al. (2012) con las lom-
brices de tierra endogeas tropicales Pontoscolex corethrurus observan por análisis de pirosecuenciación y 
marcaje isotópico de DNA-SIP, que existe una estimulación de la mineralización de la materia orgánica en 
suelos tropicales debida a la lombriz y se relaciona con la estimulación de ciertos Filos de bacterias como 
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Bacteroidetes. También, se ha estudiado recientemente por Majeed et al. (2013) que existe una emisión de 
oxido nitroso (N
2
O) diferente según la categoría ecológica de lombrices debido a los hábitos alimenticios 
diferentes de estas lombrices y los microorganismos que están implicados en el proceso. Se encuentra que 
hay una mayor cantidad de oxido nitroso (gas invernadero) en las deyecciones de las lombrices epigeas 
que en las endogeas, cosa que favorece el reciclado de nutrientes en los ecosistemas terrestres con los 
procesos de dinitrificación.
Por lo tanto, las características de las distintas categorías ecológicas determinarán el modo de acción de 
estos invertebrados sobre el resto de la fauna y microbiota descomponedora, afectando, en consecuencia, 
a los procesos de descomposición de la materia orgánica y de reciclado de nutrientes (Lavelle y Spain, 
2001). 
1.3 Relaciones de las lombrices con los microorganismos
El microbioma intestinal constituye uno de los órganos fundamentales de las lombrices de tierra e incluye 
comunidades microbianas complejas que ayudan a éstas a extraer energía del alimento que por sí solas no 
pueden. Las interacciones biológicas que se establecen entre las lombrices de tierra y los microorganismos 
son básicamente procesos de competencia, mutualismo, depredación, dispersión y facilitación. 
1.3.1 Fase activa (procesos asociados al intestino (PAIs)) y fase maduración 
(procesos asociados a las deyecciones (PADs)) de las lombrices de tierra:
Las lombrices interaccionan con los microorganismos durante la descomposición de la materia orgánica 
en dos fases. La fase activa sucede en los procesos asociados al paso de materia orgánica en descompo-
sición a través de sus intestinos (PAIs) (efectos directos de las lombrices de tierra) que incluyen todas 
las modificaciones que los microorganismos y la materia orgánica en descomposición sufren durante ese 
tránsito (Domínguez et al., 2010). Estas modificaciones incluyen los procesos intrínsecos de digestión y 
asimilación, la homogeneización del sustrato ingerido y la reducción del tamaño de partícula tras el paso 
por la molleja, incrementando así la superficie disponible para el ataque microbiano; incluyen también la 
producción de moco y sustancias excretadas como la urea y el amonio, que constituyen una fuente de 
nutrientes fácilmente asimilables para los microorganismos (Lavelle et al., 1995).
 Además, de todas estas modificaciones, aumenta los azucares y otras sustancias añadidas, aumentan 
la modificación de la actividad y de la diversidad microbiana, la modificación de las poblaciones de la mi-
crofauna, la homogeneización del sustrato y los procesos intrínsecos de digestión y asimilación. En la fase 
de maduración, donde los microorganismos son los principales descomponedores de la materia orgánica y 
las lombrices de tierra pasan a un segundo plano afectando indirectamente a estos cambios bacterianos, 
se dan los procesos de envejecimiento y mezclado de materiales modificados por las lombrices (deyeccio-
nes) con otros sustratos orgánicos no modificados por ellas, también favorecen los cambios de biomasa 
microbiana en el producto final de estos procesos de maduración, el vermicompost, a lo largo del tiempo 
(Parthasarathi y Ranganathan, 2000).
Otras modificaciones físicas del sustrato originadas por las actividades excavadoras de las lombrices, 
como la aireación y la homogeneización del sustrato, también favorecen la actividad microbiana y por 
23
Introduccíón general
consiguiente la descomposición de la materia orgánica (Domínguez et al. 2010). 
Además, la actividad directa de las lombrices aumenta significativamente la mineralización del carbo-
no y nitrógeno en el sustrato, y tales efectos son proporcionales a la densidad de lombrices (Aira et al. 
2002; Aira et al. 2008, Gómez-Brandón et al. 2011b, Gómez-Brandón et al. 2012). La interacción entre las 
lombrices de tierra y los microorganismos intestinales es la que finalmente determina el éxito del proceso 
digestivo, esto es, el porcentaje de asimilación sobre el material ingerido que varía entre el 1 y el 60% de-
pendiendo de la especie de lombriz de tierra (Edwards y Bohlen, 1996). 
Una vez finalizados los procesos asociados al intestino (PAIs) las deyecciones de las lombrices, es decir 
los materiales excretados por las mismas, sufrirán los procesos asociados a las deyecciones (PADs), más 
relacionados con procesos de envejecimiento, con la acción de la microbiota y la microfauna presente en el 
sustrato y con la modificación física de los materiales excretados; estos procesos pueden variar en duración 
de semanas a meses (Aira et al. 2005, 2007c, 2010, Aira y Domínguez 2011). Durante estos procesos los 
efectos de las lombrices son indirectos y derivados de los procesos asociados al intestino (PAIs) (Figura 2). 
Así pues, estos macrodescomponedores tienen un papel crucial en la modificación de la estructura del 
suelo, y en la aceleración de la descomposición de la materia orgánica y del reciclado de nutrientes a tra-
vés de sus relaciones con la comunidad microbiana del suelo tanto en el intestino como en sus productos 
modificados, deyecciones, de los mismos (Domínguez et al., 2010). 
La mineralización de nutrientes está gobernada directamente por la actividad de bacterias y hongos. 
Esta actividad está a su vez muy influenciada por la fauna del suelo, y también por distintas interacciones 
Figura 2.  Relaciones de las lombrices con las bacterias intestinales durante la descomposición materia orgánica.
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de la red trófica que determinan la transferencia de nutrientes a través del sistema. En este sentido, las 
deyecciones de las lombrices de tierra juegan un papel muy importante en la descomposición porque con-
tienen nutrientes y microorganismos que son diferentes a los contenidos en el material orgánico antes de 
la ingestión (Brown y Doube, 2004; Furlong et al., 2002; Haynes et al., 2003; Singleton et al., 2003; Knapp 
et al., 2009; Aira et al. 2006b; Aira y Domínguez 2009). Esto permite una mejor explotación de los recur-
sos remanentes ya sea por la aparición de nuevas especies de microorganismos en los sustratos frescos 
a procesar o por la presencia misma en las deyecciones de un conjunto de compuestos más fácilmente 
asimilables. Existen evidencias claras de que las lombrices de tierra aceleran la tasa de descomposición de 
la materia orgánica (Atiyeh et al. 2000; Domínguez et al. 2003; Domínguez 2004; Aira y Domínguez 2008, 
2009, 2010, Aira et al. 2006a, 2007a, 2007b, 2008, Gómez-Brandón et al. 2011b).
Es importante destacar la relevancia de los microorganismos y de su actividad en la calidad del suelo, 
y  por tanto, en su conservación y mantenimiento, así como en su recuperación cuando se encuentre  so-
metido a procesos degradativos (Powlson et al., 1987; Ros et al., 2000). Los microorganismos ejercen  una 
gran influencia en numerosas reacciones de oxidación, hidrólisis y degradación de la materia orgánica, que 
a su vez tienen un claro reflejo en los ciclos del carbono, nitrógeno, fósforo y otros elementos (Schloter 
et al., 2003), estableciendo con ello las condiciones idóneas para el desarrollo de una cubierta vegetal 
estable, imprescindible para que un suelo posea una calidad adecuada y por supuesto, para que mantenga 
una fertilidad natural conveniente. Y las lombrices, como macrodescomponedores de la cadena trófica del 
suelo, a su vez favorecen esta recuperación del suelo, por la aceleración de la descomposición de la materia 
orgánica y los procesos de mineralización (pérdida de carbono) y almacenamiento de carbono o protección 
frente a la descomposición (acumulación de carbono) en agregados estables y por sus relaciones con los 
microorganismos del suelo durante el paso de materia orgánica por los intestinos de las mismas. Esta 
acción directa (durante la fase activa) e indirecta (fase de maduración) de las lombrices de tierra sobre 
los microorganismos son las que están favoreciendo los cambios en composición y diversidad bacteriana 
dentro y tras el paso por el intestino de las lombrices de tierra. Además, las lombrices de tierra mantienen 
estos cambios en composición y diversidad bacteriana a lo largo del tiempo en los productos modificados 
por las lombrices (deyecciones) y en sus derivados, el mezclado de estas deyecciones con la materia orgá-
nica sin modificar del suelo (vermicompost). 
Existe una gran variedad de estudios que tratan sobre la diversidad de bacterias en el suelo y en el 
tracto intestinal de las lombrices. Todas las bacterias que derivan del suelo que comen las lombrices de 
tierra se clasifican en distintos grupos: a) bacterias beneficiosas para plantas que actúan como potencial 
agente de biocontrol o biofertilizantes: 1) fijadores de nitrógeno, y 2) bacterias promotoras del crecimien-
to de plantas. Este último grupo de bacterias se llaman también PGPR (plant growth promoting libre 
que establecen relaciones con gramíneas. Dentro de este grupo encontramos las bacterias Azospirillum, 
Acetobacter, Azotobacter, Beijerinckia, Pseudomonas, Bacillus y Vibrio (Bashan_et al., 2004; Young_et 
al., 2001). Otro grupo son las bacterias solubilizadoras de sulfato (PSB) que tienen un papel importante 
en suplementar con di y monobásico-fósforo a las plantas. En este grupo pertenecen distintas bacterias 
capaces de solubilizar el fosfato insoluble y dejarlo disponible para las plantas. Estas bacterias pertene-
cen a los Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Pseudomonas,Rhizobium, Serratias, Agrobacterium, Burkholde-
ria, Achromobacter, Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium y Erwinia (Fernández_et al., 2005). Otras 
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son bacterias rizosféricas que son capaces de producir sustancias activas fisiológicamente tales como 
vitaminas, hormonas de crecimiento: auxinas, giberelinas, citoquininas, ácido indol acético (AIA). Los gé-
neros de bacterias que están implicadas en la producción de AIA son Azospirillum y Klebsiella  que causan 
cambios morfológicos en la raíz y están relacionados con la absorción de minerales principalmente en 
maíz (Carcaño_et al., 2006; Cattelan_et al., 1999). Y finalmente, de forma alternativa, existen otras bacte-
rias con amplio espectro de efectividad que controlan los patógenos ambientales derivados del suelo. Al-
gunas especies son  Bacillus subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. cepacia, Pseudomonas aerufasciens, P. 
chlororhapis,P. corrugata, P. fluorescens, P. putida, Burkholderia cepacia, Enterobacter sp. BF 14, Serratia 
plymuthica, Serratia marcescens, Agrobacterium sp. (De Lima-Ramos_et al., 2004).
Las definiciones más recientes de calidad del suelo se basan en la multifuncionalidad del suelo y no sólo 
en  un uso específico, pero este concepto continúa evolucionando (Singer y Ewing, 2000). Estas definicio-
nes fueron sintetizadas por el Comité para la Salud del Suelo de la Soil Science Society of America (Karlen 
et al., 1997) como la capacidad del suelo para funcionar dentro de los límites de un ecosistema natural o 
manejado, sostener la productividad de plantas y animales, mantener o mejorar la calidad del aire y del 
agua, y sostener la salud humana y el hábitat.
Para conocer mejor como afecta las interacciones ecológicas entre microorganismos y lombrices en el 
mantenimiento de la calidad de suelos en los agrosistemas y la gestión sostenible de estos ecosistemas, 
se estudia la interacción de los microorganismos de distintos estiércoles ganaderos (vaca, caballo y cer-
do) con los intestinos de las lombrices de tierra. El paso de distintos estiércoles por los intestinos de las 
lombrices de tierra se espera que sean modificados en su componente microbiana (Brown y Doube, 2004; 
Furlong et al., 2002; Haynes et al., 2003; Singleton et al., 2003; Knapp et al., 2009; Aira et al. 2006b; 
Aira y Domínguez 2009), así, las deyecciones de lombrices (producto final modificado por las mismas), 
dispondrán de una composición y diversidad microbiana diferente al estiércol inicial de partida que puede 
ser usada como control de patógenos y bacterias que favorezcan la mineralización y descomposición de la 
materia orgánica de los suelos donde se aplique y  su vez, la calidad y mayor sostenibilidad de los suelos 
agrícolas donde la aplicación directa de estos estiércoles podría generar serios problemas ambientales. En 
general, debido a que las bacterias son las que constituyen la fracción más grande de la microbiota de los 
estiércoles ganaderos (Garrett, 1981, Chuzhao et al., 1996), todos los estudios fueron realizados sobre los 
cambios de composición y diversidad bacteriana, ya que eran la fracción más grande dentro de los microor-
ganismos existentes en los estiércoles y su impacto en los suelos podría ser mayor. Además, en condicio-
nes aerobias hongos y bacterias actúan conjuntamente en el proceso de descomposición, mientras que en 
ambientes de anaerobiosis, como los intestinos de las lombrices, las bacterias son responsables de casi 
todos los cambios producidos en el sustrato (Alexander, 1980).
1.3.2 Modelos empleados para conocer el bacterioma intestinal de las lom-
brices de tierra: cambios en composición y diversidad de las comunidades 
bacterianas intestinales de las lombrices de tierra.
El estudio del microbioma intestinal y más concretamente del bacterioma intestinal de las lombrices de 
tierra es un campo científico poco explorado, pero que tiene una importancia capital, no sólo como modelo 
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animal donde estudiar los factores que determinan la formación de estos microbiomas sino también por 
la importancia que tienen estos microbiomas en dos de los procesos más importantes que tienen lugar en 
los ecosistemas terrestres, la descomposición y el reciclado de nutrientes. 
De manera general, se ha hipotetizado que las fuerzas que determinan la formación de las comunidades 
microbianas intestinales son el ambiente local, esto es, los microorganismos con los que está en contacto 
el hospedador (lombriz) y vienen de la dieta que comen, y/o las presiones selectivas dentro del intestino 
del hospedador, que determinarán qué grupos microbianos de los que alcanzan el aparato digestivo pue-
den permanecer en él (Ley et al. 2006). Los microorganismos y el efecto del ambiente en las comunidades 
microbianas intestinales han sido extensivamente estudiados en el pasado con los métodos clásicos de 
la microbiología. 
La gran cantidad de información sobre microorganismos cultivados a partir de ambientes asociados a las 
lombrices de tierra (intestinos, galerías y deyecciones) debe examinarse con cuidado, debido a las limitacio-
nes inherentes a la microbiología clásica, esto es, a que sólo una fracción muy pequeña de las bacterias son 
cultivables (Horn et al. 2006). A pesar de estas limitaciones debidas a la técnica, existen algunos patrones 
que se deben considerar de los microorganismos asociados a las lombrices. Algunos trabajos previos de 
nuestro grupo (Lores et al. 2006, Gómez-Brandón et al. 2011c) muestran que la estructura de las comuni-
dades microbianas, tanto del vermicompost como de las deyecciones de las lombrices de tierra (medidas 
como perfiles de fosfolípidos), son más similares entre sí que con respecto al material del que se alimentan. 
Aunque el nivel de resolución no es el apropiado, estos resultados apuntan a la existencia de un microbioma 
intestinal básico. Además, de esta eliminación de diferencias, también se produce una disminución signi-
ficativa de la biomasa microbiana, lo que podría afectar a la composición de las comunidades microbianas. 
Sin embargo, otros trabajos utilizando técnicas genéticas muestran que determinados grupos bacterianos 
presentes en el suelo no aparecen en el intestino y viceversa, y que la composición de las comunidades 
microbianas depende de la especie de lombriz de tierra considerada (Nechitaylo et al. 2010). Otros estudios 
con distintos niveles de resolución han determinado que la microbiota intestinal de las lombrices de tierra 
(Lumbricus rubellus, L. terrestris, L. friendi, Aporrectodea caliginosa y A. longa) depende fundamentalmente 
del material que ingieren (Egert et al. 2004, Knapp et al. 2009, Thakuria et al. 2010). Sin embargo, en los 
tres estudios se han utilizado técnicas moleculares que no permiten profundizar en la composición de las 
comunidades microbianas (DGGE, ARISA, TRFLPs) por lo que la cuestión de si en las lombrices de tierra el 
microbioma intestinal lo determina el ambiente o las presiones selectivas dentro del hospedador no queda 
clara. En este sentido cabe destacar que se han descrito nuevas especies de bacterias que han aparecido 
únicamente en el intestino de cuatro especies (L. terrestris, L. rubellus, Eisenia fetida y A. caliginosa) de 
lombrices de tierra (Horn et al. 2005, Nechitaylo et al. 2009).
Se ha demostrado que el intestino de las lombrices, rico en nutrientes y escaso en oxígeno, constituye un 
ambiente ideal para que prosperen las bacterias anaerobias (facultativas o estrictas) capaces de sobrevivir 
al tránsito intestinal (Drake y Horn 2007). Estas bacterias son capaces de fermentar una gran cantidad de 
compuestos de los que se ha asumido que las lombrices pueden aprovecharse (Lavelle y Spain 2001). En 
este sentido parece que entre las bacterias intestinales y algunas especies de lombrices de tierra existe 
una relación mutualista por lo que se podría esperar una coevolución entre ellas y su microbiota intestinal. 
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Lo cierto, es que estudios con isótopos naturales han demostrado que las lombrices de tierra perte-
necientes a las diferentes categorías ecológicas tienen perfiles isotópicos claramente diferenciados, in-
dicando que se alimentan de diferentes fuentes de C y N (Curry y Schmidt 2007). Esto sugiere que los 
procesos digestivos deberían ser diferentes. Por tanto es importante conocer cómo las lombrices de tierra 
de diferentes categorías ecológicas modifican los microorganismos durante el tránsito intestinal, ya que 
los microorganismos son los responsables de la mayoría de las reacciones necesarias para el ciclado de 
nutrientes que dan principalmente en el intestino o derivados (deyecciones de lombrices).
Las comunidades microbianas pueden agruparse en función de la dieta o de la taxonomía del hospeda-
dor según distintos modelos con animales (Gordon et al., 2008 y 2011; Engel et al., 2012; Chandler et al., 
2011; Ley et al. 2008, Ochman et al. 2010, Roeselers et al. 2011). A su vez, también existe esta influencia 
de los microorganismos de la dieta en los cambios de composición y diversidad microbianos con lombrices 
de tierra (Egert et al., 2004; Knapp et al., 2009; Nechitaylo et al., 2010; Gómez-Brandón et al., 2011, 2012). 
Basándonos en estos estudios pensamos que la dieta y la especie de lombriz estudiada que están a su vez, 
clasificadas por categorías ecológicas determinadas según sus diferentes hábitos alimenticios y procesos 
digestivos, son las dos fuerzas que dan forma al microbioma intestinal de las lombrices de tierra y a los 
patrones de diversidad bacteriana asociados a él. Existe otros tipos de modelos animales donde existen 
bacterias comunes independientemente de la dieta, geografía, ecología y taxonomía de estos animales 
que están presentes en los microbiomas intestinales de los mismos (Schmitt et al. 2011, Roeselers et al., 
2011). Ya que estos modelos observan que existe un grupo de bacterias que se nombra en la bibliografía 
como core o más concretamente, core microbiome definido como: los miembros de dos o más ensambla-
dos de microorganismos asociados a un ambiente (Turnbaugh et al., 2007; Hamady and Knight, 2009), se 
espera que este tipo de modelo de core microbiome se pueda observar también en las lombrices de tierra 
formando parte del microbioma intestinal de las mismas. Las condiciones particulares del intestino hacen 
posible un ambiente distinto al entorno donde se puede estar desarrollando una composición bacteriana 
que forme el microbioma básico de la lombriz, independientemente de la dieta, geografía, ecología y ta-
xonomía del huésped. 
Además, este intestino puede estar relacionado con ambientes particulares llamados nichos ecológicos 
donde existe un modelo de distribución de especies más o menos vigente en ecología general. El nicho 
es un ambiente donde los organismos vivos pueden vivir, crecer y reproducirse por su rango de toleran-
cia a las condiciones del medio. En este modelo de nicho se pueden predicen patrones de distribución 
característicos donde la mayoría de especies de bacterias se hallan en uno o pocos sitios (raras, subordi-
nadas y especialistas) y solo algunas especies tienen amplia distribución, y son las especies que tienen 
la capacidad de explorar nuevos recursos (especies comunes, dominantes y generalistas). Además, estos 
ambientes también se consideran puntos calientes o puntos de cambio de diversidad bacteriana ya que 
las condiciones del intestino están permitiendo que se desarrolle una comunidad de bacterias distinta al 
entorno de la lombriz y puede permitir hacer predicciones de cambios importantes de microorganismos 
que en otros ambientes no se podría desarrollar. Por lo tanto, puede ser útil conservar esta riqueza y patro-
nes de diversidad de especies bacterianas encontradas en el mismo, sobre todo por las implicaciones que 
estas bacterias intestinales de las lombrices pueden tener en la descomposición de la materia orgánica y 
reciclado de nutrientes y a su vez, en el control de patógenos ambientales. 
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Todo esto está englobado en la Teoría ecológica que dice que la divergencia en la selección natural entre 
medios era revisada como principal causa de diferenciación de poblaciones y especies con tendencia a 
explorar mejor el medio (Huxley 1942; Mayr, 1942; Simpson, 1944,1953). La idea era que cada medio está 
sujeto a unas presiones de selección únicas que dan más ventaja a los competidores más fuertes y la 
combinación de estas fuerzas de presión distintas da mayores ventajas a estos competidores, que serán 
más eficientes para la explotación de un nuevo medio. Siguiendo los principios de Darwin en su libro “El 
origen de las especies por selección natural” de 1988: la competencia por los recursos es el principal motor 
de la adaptación en un medio. 
Por lo tanto, los mecanismos que esperamos que regulen todos estos modelos de distribución de bacte-
rias en los intestinos, deyecciones y vermicompost de las distintas lombrices de tierra, estarán siendo diri-
gidos por los procesos de selección natural y la divergencia adaptativa que nos llevará a conocer la historia 
evolutiva de estas interacciones lombriz-bacteria y el origen de la formación del microbioma intestinal en 
las lombrices de tierra. Además, de predecir cuales serán las implicaciones de los cambios de composición 
y diversidad bacteriana en el futuro (Figura 3).
Por lo tanto, el estudio de todos estos modelos en otros animales, y profundizar en los ya existentes con 
lombrices de tierra, aunque con técnicas menos detalladas, pueden permitir un avance en el conocimiento 
de las interacciones de lombrices y bacterias y sus cambios en composición y diversidad en el tiempo.
En definitiva nos encontramos con que las comunidades microbianas de los intestinos de las lombrices 




de tierra están muy poco estudiadas, no se conoce con detalle cual es su estructura y su diversidad, que 
factores determinan su formación y su transferencia, cómo cambian una vez son expulsadas del intestino 
en las deyecciones, y también en los vermicompost, que son producto de la mezcla de estas deyecciones 
con la materia orgánica del suelo sin procesar por las lombrices, y las implicaciones de todos estos factores 
en la descomposición de la materia orgánica y el ciclado de nutrientes.
1.4 Vermicompostaje
Para entender las razones por las que es aconsejable utilizar los procesos de vermicompostaje de estiér-
coles ganaderos para su aplicación como enmienda orgánica en suelos, es importante hacer un poco de 
historia sobre los problemas ambientales que causaron el empobrecimiento de los suelos y de su calidad. 
Los agroquímicos usados durante la revolución verde en los años 1950-1960 fueron un gran aporte para 
la humanidad ya que la productividad alimentaria fue impulsada, pero también hubo grandes costes para 
el medio ambiente y sociedad. El aumento en grandes cantidades del alimento, llevó a bajar la calidad 
nutricional y destruyó las propiedades físico-químicas del suelo durante años por este uso abusivo del 
terreno para producción agraria. Esta destrucción del suelo trajo consigo la destrucción de organismos 
beneficiosos para mantener la fertilidad y renovar los nutrientes del suelo. También el aumento de fertili-
zantes nitrogenados como abonos para suelos, han llevado a problemas de salud ambiental y humana. Por 
esto, los procesos de vermicompostaje llevados a cabo por las lombrices de tierra podrían favorecer estas 
pérdidas de organismos beneficiosos, aumentando la diversidad de bacterias en los suelos y mantener las 
propiedades físico-químicas de los mismos hacia un uso sostenible y medio ambiental (Sinha et al., 2012).
El vermicompostaje es un proceso de biooxidación, degradación y estabilización de la materia orgánica 
en régimen mesofílico de temperatura llevado a cabo por la acción conjunta de algunas especies de lombri-
ces de tierra y microorganismos. Las especies de lombrices más empleadas en sistemas de vermicompos-
taje son especies epigeas debido a su capacidad para colonizar residuos orgánicos de forma natural; a su 
tasa alta de consumo, digestión y asimilación de la materia orgánica; a su capacidad para tolerar un rango 
amplio de condiciones ambientales y a su alta tasa reproductiva. En regiones templadas las especies más 
utilizadas son Eisenia fetida y Eisenia andrei, y en regiones tropicales las especies Eudrilus eugeniae y Pe-
rionyx excavatus (Domínguez, 2004).
En procesos de vermicompostaje se utilizan fundamentalmente lombrices con ciclos de vida corto, alta 
tasa de reproducción, rápida tasa de crecimiento, gran tolerancia, tanto a nivel ambiental como de tipos 
de residuo y baja sensibilidad a la manipulación; generalmente las lombrices adecuadas pertenecen a la 
categoría ecológica de epigeas. Dentro de este grupo se engloban cuatro especies fundamentalmente: 
Eudrilus eugeniae y Perionyx excavatus en regiones tropicales y Eisenia fetida y Eisenia andrei en regiones 
templadas (Domínguez, 2004; Domínguez y Edwards, 2004).
1.4.1. Factores que regulan el proceso de vermicompostaje
La actuación de las lombrices en el vermicompostaje agrupa los siguientes procesos: aumentar la accesi-
bilidad del sustrato para los microorganismos al fragmentarlo y alterar su composición original, modifi-
cación (cualitativa y cuantitativa), transporte e inóculo de la microflora original que favorece la aparición 
de un entorno aerobio, requerido para el proceso de vermicompostaje, al excavar galerías. En el proceso 
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de vermicompostaje hay que tener en cuenta que aunque las especies de lombrices de tierra son relativa-
mente tolerantes a la variedad de condiciones ambientales que presentan los residuos orgánicos, estas 
condiciones tendrán una gran influencia en la supervivencia y crecimiento de las lombrices de tierra. 
Las lombrices participan en el proceso realizando diferentes acciones a diferentes niveles espaciales y 
temporales; entre sus roles más importantes cabe destacar: a) la fragmentación física del sustrato orgá-
nico que aumenta la superficie de ataque para los microorganismos al fragmentarlo; b) la modificación, 
transporte e inóculo de la microflora presente en el residuo (Lores et al. 2006, Aira et al. 2007); y c) la 
aireación del sustrato a través de sus actividades de excavación y deyección. De hecho, las transformacio-
nes de las propiedades físico-químicas y bioquímicas de los sustratos orgánicos (Domínguez 2004) y la 
rapidez con que estas transformaciones ocurren (Aira et al. 2002) hacen del proceso de vermicompostaje 
un buen sistema para estudiar las relaciones entre las lombrices de tierra epigeas y los microorganismos 
(Aira et al. 2006, 2007ab). Los microorganismos producen las enzimas responsables de la descomposición 
bioquímica de la materia orgánica, pero las lombrices son elementos clave del proceso e influyen en él a 
través de efectos directos e indirectos (Aira et al., 2006a,b; Aira et al., 2007a,b,c; Domínguez et al., 2010) 
y lo mismo ocurre en los procesos de vermicompostaje (Domínguez et al., 2004)(Figura 4). 
Figura 4. Efectos directos e indirectos en las relaciones lombrices con microorganismos durante el vermicompos-
taje. Los efectos negativos están en rojo y los efectos positivos en negro.
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Uno de los principales factores ambientales que regulan los ciclos de vida de las lombrices de tierra en 
los proceso de vermicompostaje es la temperatura, factor frente al cual las lombrices de tierra muestran 
un serie de complejas respuestas. Se sabe que las temperaturas óptimas para el crecimiento y la reproduc-
ción difieren (Neuhauser et al., 1988). En lo referentes a las cuatro especies de lombrices más utilizadas 
en vermicompostaje se ha encontrado que la temperatura óptima para E. fetida y E. andrei, E. eugeniae y 
P. excavatus es de 25ºC aunque el rango de temperaturas tolerado es menor para estas dos últimas es-
pecies (9ºC-30ºC) que para las dos primeras (0ºC- 35ºC) (Edwards, 1988; Domínguez, 2004; Domínguez y 
Edwards, 2004). La humedad también ha resultado ser un factor condicionante del desarrollo de los ciclos 
de vida de las lombrices de tierra, que por norma general se desarrollan en sustratos con un contenido 
de humedad de entre el 50 y el 90% (Edwards, 1988; Sims y Gerard, 1985; Domínguez y Edwards, 1997a) 
aunque la tasa de crecimiento es mayor con contenidos de humedad de entre el 80 y 90% en residuos 
orgánicos animales (Edwards, 1988; Domínguez y Edwards, 1997a).
1.4.2. Importancia de los procesos de vermicompostaje y de las especies de 
lombrices utilizadas.
El proceso de vermicompostaje aporta los siguientes beneficios: eliminación de numerosos tipos de resi-
duos o al menos reducción de sus efectos nocivos potenciales como pueden ser la presencia de metales 
pesados, patógenos, mal olor, etc (Elvira et al., 1996,1998; Nogales et al., 1999; Domínguez et al., 2010), 
producción en el caso de residuos orgánicos procedentes de explotaciones agropecuarias, de vermicom-
post, un producto utilizado como enmienda o fertilizante orgánico de alta calidad (Marinari et al., 2000; 
Lazcano et al., 2011;Aira y Domínguez, 2011), de modo secundario, producción de proteína animal de alta 
calidad, utilizada fundamentalmente en alimentación animal (Edwards, 1997; Edwards y Niederer, 1988). 
Por otro lado, ha sido también demostrado que la acción de las lombrices sobre el residuo no sólo mo-
difica su biomasa microbiana, sino también la estructura y la biodiversidad de la comunidad microbiana 
inicialmente presente en el residuo, la cual cambia y evoluciona de una forma diferente si la comparamos 
con los cambios que ocurren en la microbiota del residuos cuando este mismo se degrada mesofílicamente 
sin lombrices (Sen y Chandra, 2009). Lores et al. (2006) vermicompostaron tres diferentes estiércoles 
usando independientemente tres especies distintas de lombrices para procesar cada uno de ellos, y ob-
servaron que la microbiota inicial de cada residuo es transformada tras su vermicompostaje en una nueva 
comunidad microbiana, la cual puede ser discriminada en base a la especie de lombriz empleada, pero que 
aun se relaciona con la comunidad inicialmente contenida en el residuo orgánico. Este resultado indica que 
1) la acción particular de una especie concreta de lombriz sobre diferentes substratos podría favorecer el 
desarrollo común de ciertos grupos de microorganismos en los diferentes vermicomposts originados, y 2) 
algunos grupos microbianos autóctonos de cada substrato se conservan después de su vermicompostaje. 
A pesar de estos hallazgos, hasta ahora no existen estudios que hayan esclarecido en qué medida diferen-
tes especies de lombrices modifican la microbiota inicialmente albergada en el residuo orgánico, y como el 
desarrollo de esta microbiota durante el proceso de vermicompostaje se ve influenciado por la diferentes 
características fisicoquímicas del cada residuo. Además, los estudios de  Arancon et al. (2006) utilizaron 
vermicomposts de distintos residuos orgánicos (estiércol de vaca, purín de cerdo, restos de comida y re-
siduos de la industria papelera) como bioplaguicida contra los parásitos vegetales Pythium, Rhizoctonia, 
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Plectosporium y Verticillium de rábanos, pepino, y fresas respectivamente, y observaron una reducción sig-
nificativa de la incidencia de estas enfermedades la cual desaparecía tras esterilizar el sustrato por lo que 
atribuyeron la capacidad supresora a factores biológicos. Además, por otros estudios de vermicompostaje 
con residuos ganaderos con la lombriz E. fetida de Martinez-Balmori et al. (2013) se encuentra que la pro-
porción de material orgánica hidrofóbica aumenta en el vermicompost maduro del vermicompost recién 
formado por la presencia de una bacteria Herbaspirillum seropedicae que está en más abundante cantidad 
en el vermicompost maduro que en el que no está maduro. Tras un experimento de laboratorio donde se 
realizó la inoculación de esta bacteria en los dos vermicompost (maduro y sin madurar), se observó un au-
mento del número de bacterias Herbaspirillum seropedicae.  Esto determina que existe una relación entre 
la degradación de la materia orgánica y la actividad bacteriana en los procesos de vermicompostaje, sobre 
todo en etapas más maduras. Las relaciones existentes entre la actividad microbiana y los vermicompost 
de residuos ganaderos tienen importantes implicaciones en la estabilización de los residuos ganaderos 
(Lores et al., 2006; Gómez Brandon et al., 2012) que puede mantenerse en el tiempo, así como podrían au-
mentar la solubilización de sulfatos y fijación de nitrógeno por la mayor presencia de estas bacterias (Bu-
sato et al., 2012) en los vermicompost, haciéndolo un sustrato más idóneo para utilizar como enmienda 
orgánica para suelos. Lo mismo ocurre con esta misma especie E. fetida en estudios de Aira y Dominguez 
(2010) donde se encuentra una evolución de la biomasa microbiana y actividad en el vermicompost tras un 
experimento de inoculación con purín de cerdo. Esto favorece que en las fases de maduración pueda exis-
tir una relaciones microorganismos-lombrices mutualistas (Brown et al., 2000) y que se mantenga una 
comunidad microbiana más estable y especializada que sigue realizando la descomposición de materia 
orgánica en el suelo, pero más eficazmente.
Aunque varios estudios previos han estudiado la biodiversidad bacteriana en vermicompost resultantes 
de la transformación de diferentes residuos, revelando presencia de bacterias pertenecientes a los filos 
bacterianos Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chloroflexi,, Gemmatimona-
detes y Firmicutes (Fracchia et al., 2006; Vaz-Moreira et al., 2008; Yasir et al., 2009), aun queda mucho 
por conocer sobre cómo influyen los factores de especie de lombrices distintas y residuos orgánicos en los 
procesos de vermicompostaje y las relaciones que se establecen entre las bacterias y las lombrices durante 
este proceso.
 Eisenia fetida y Eisenia andrei son dos especies de lombrices estrechamente relacionadas y muy utili-
zadas para el reciclaje de residuos orgánicos mediante vermicompostaje, y también en estudios de eco-
toxicología, fisiología y genética. Este uso tan extendido se debe a que son ubicuas con una distribución 
cosmopolita, con ciclos de vida cortos, un rango amplio de tolerancia a la temperatura y a la humedad y un 
manejo relativamente sencillo (Domínguez 2004).
Aunque actualmente muchos autores aceptan a E. fetida y E. andrei como especies diferentes tanto fi-
logenéticamente como biológicamente hablando (Pérez-Losada et al., 2005; Domínguez y Pérez-Losada, 
2010), la literatura más antigua e incluso mucha literatura actual se refiere a estas especies colectivamen-
te como E. fetida o E. foetida. De hecho, estas dos especies presentan rasgos morfológicos diferentes: 
Eisenia fetida se corresponde con la forma rayada y presenta el área entre los segmentos sin pigmentación 
o de color amarillo o pálido; de ahí, su nombre común de lombriz rayada o lombriz tigre. En contraste, E. 
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andrei, la lombriz roja común, tiene la forma de color rojo uniforme. Aparte de las diferencias en la pigmen-
tación, ambas especies son morfológicamente similares (Sims y Gerard, 1985, Reinecke y Viljoen, 1991) 
y sus parámetros biológicos, sobre todo de potencial reproductivo y sus ciclos de vida no se diferencian 
significativamente, aunque la tasa de crecimiento y producción de capullos es algo más alta en E. andrei 
que en E. fetida (Elvira et al. 1996).
Además y desde un punto de vista aplicado, el estudio de modelos de distribución de bacterias con 
los cambios en diversidad y composición de las bacterias intestinales y la formación de un microbioma 
intestinal básico en el vermicompost de distintas especies de lombrices emparentadas E. andrei y E. fetida 
que son especies biológicamente distintas y aisladas reproductivamente, según ya hemos comentado 
anteriormente, pueden ayudar a la optimización del proceso del vermicompostaje y la elaboración de bio-
fertilizantes y bioplaguicidas con distintas implicaciones en suelos como enmienda orgánica. Al ser E. 
andrei y E. fetida dos especies distintas, se espera que sus vermicompost estén compuestos por distinta 
comunidad de bacterias y se generen distintos patrones de diversidad bacteriana diferentes al estiércol 
original de partida.
1.5 Técnicas analíticas para el estudio de la estructura, composi-
ción y diversidad de la comunidad microbiana.
A pesar de que estas interacciones entre lombrices de tierra y microorganismos anteriormente comen-
tadas son clave en la descomposición de la materia orgánica del suelo y ciclado de nutrientes, su inves-
tigación detallada ha estado limitada por la complejidad de las comunidades microbianas y por la impo-
sibilidad de cultivo de la inmensa mayoría de sus miembros. De hecho se estima que al menos el 95% de 
las especies microbianas del suelo todavía no se conocen (Singh et al., 2006). De ahí que la comunidad 
microbiana edáfica sea considerada como una “caja negra” (Adl, 2006).
La caracterización de la estructura y función de la comunidad microbiana es determinante para com-
prender el funcionamiento de la red trófica del suelo. La estructura se define como la ordenación y distri-
bución de los diferentes componentes de la comunidad microbiana, incluyendo el número de especies y su 
abundancia relativa, su distribución espacial y los componentes abióticos asociados a esta distribución. Y 
la función es entendida, en términos generales, como actividad microbiana.
Las bacterias y los hongos dominan la biomasa microbiana del suelo, y por lo tanto han sido muchos 
los trabajos que se han centrado en el estudio de estos dos grupos microbianos. Para ello se han utilizado 
técnicas muy diversas que han permitido distinguir entre ambos grupos, y que han sido revisadas recien-
temente por Joergensen y Wichern (2008). Según estos autores, la abundancia de hongos y de bacterias 
puede estimarse básicamente de tres formas: (i) microscopía, (ii) inhibición selectiva, y (iii) marcadores 
bioquímicos. En este último apartado se incluyen tanto componentes de las membranas como de las 
paredes celulares.
(i) Durante mucho tiempo las técnicas microscópicas han sido la única opción para determinar la bio-
masa fúngica y bacteriana en el suelo. Son técnicas largas y tediosas con las que resulta difícil distinguir 
entre células (e hifas) activas y latentes. Es por ello que su uso se vio limitado con la aparición de nuevos 
métodos, como la técnica de inhibición selectiva o el análisis de marcadores químicos (Bölter et al., 2006).
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(ii) La técnica de inhibición selectiva descrita por Anderson y Domsch (1973, 1975) fue rápidamente 
adoptada como medida de biomasa microbiana en suelo debido a la simplicidad del método. La biomasa 
de hongos y de bacterias se determina midiendo su respiración potencial tras la adición de un sustrato no 
selectivo (ej., glucosa), y mediante el uso de inhibidores específicos para cada grupo microbiano. La validez 
de esta técnica ha sido evaluada recientemente por Rousk et al. (2008).
(iii) Entre los marcadores bioquímicos, el análisis de los ácidos grasos de los fosfolípidos (PLFAs, phos-
pholipid fatty acids) de las membranas celulares microbianas ha sido ampliamente utilizado como medida 
de la biomasa de hongos y de bacterias en suelo (Tunlid y White, 1992; Frostegård et al., 1991, 1993). Los 
PLFAs se degradan rápidamente tras la muerte celular, y son por tanto indicadores de la comunidad mi-
crobiana activa (Evershed et al., 2006). Además, con esta técnica pueden distinguirse varios grupos micro-
bianos tales como bacterias gram-positivas, bacterias gram-negativas, actinobacterias, hongos micorrízi-
cos arbusculares y hongos totales (Zelles, 1999). Estos grupos responden diferentemente ante cambios en 
la composición y la disponibilidad de sustrato (Griffiths et al., 1999; Fierer et al., 2003; Kramer y Gleixner, 
2006), y también frente a cambios en factores abióticos tales como la temperatura (Frey et al., 2008; 
Feng y Simpson, 2009). Otra medida de biomasa fúngica muy utilizada en suelo ha sido la concentración 
de ergosterol, uno de los  principales esteroles presentes en la membrana de los hongos (West et al., 1987; 
Nylund y Wallander, 1992; Engelking et al., 2008). Junto con los componentes de las membranas celulares, 
la biomasa de hongos y de bacterias ha sido también determinada mediante el análisis de determinados 
componentes de sus paredes celulares como la quitina y el ácido murámico respectivamente (Appuhn et 
al., 2004; van Groenigen et al., 2007; Engelking et al., 2008).
La contribución de los microorganismos al funcionamiento de la red trófica del suelo depende no sólo 
de su abundancia, sino también de su nivel de actividad. Una comunidad microbiana pequeña y metabó-
licamente activa podría tener el mismo impacto en el suelo (ej., mineralización de la materia orgánica) 
que otra comunidad microbiana más grande, pero mucho menos activa. Por eso las medidas de biomasa 
microbiana deben ir acompañadas de otras medidas de actividad. La determinación de la actividad mi-
crobiana total mediante métodos respirométricos, o el seguimiento de la actividad potencial de enzimas 
implicadas en los ciclos del C, N y P han sido algunas de las medidas más utilizadas en la caracterización 
de la comunidad microbiana (Eldor, 2007). También se han empleado medidas de crecimiento microbiano 
para estimar la importancia relativa de hongos y de bacterias en el suelo. En estas técnicas se utiliza 
un precursor marcado radiactivamente para determinar las tasas de crecimiento in situ de hongos y de 
bacterias (Bååth, 1992, 1994; Bååth, 2001; Bååth et al., 2001). La comunidad microbiana también ha sido 
caracterizada sobre la base de sus perfiles fisiológicos mediante el sistema Biolog EcoPlate (Hitzl et al., 
1997). Con este sistema se mide la utilización potencial de diferentes fuentes de carbono de los microor-
ganismos presentes en una muestra (Insam, 1997).
Una técnica muy utilizada es el análisis de los ácidos grasos de los fosfolípidos de membrana (PL-
FAS, phospholipid fatty acids) que proporciona información sobre la estructura de las comunidades de 
los grandes grupos de microorganismos, bacterias y hongos, pero no nos permite profundizar a un nivel 
taxonómico más detallado (filo, clase, orden, familia, género). Además, debido a nuestro interés sobre 
conocer cuál es la estructura, composición y diversidad de bacterias intestinales que interaccionan más 
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específicamente con las lombrices de tierra, tanto a nivel taxonómico como filogenético, esta técnica no 
nos permite profundizar en nuestro propósito
Las técnicas moleculares nos informan de la composición, estructura y diversidad de comunidades 
bacterianas basándonos en clasificaciones de microorganismos a un nivel de resolución mucho mayor, 
llegando a definir OTUs al 99% de similaridad en sus secuencias y/o a nivel filogenético (con árboles filo-
genéticos) para aumentar el conocimiento de cómo actúan las lombrices sobre las comunidades de mi-
croorganismos en el medio intestinal de las lombrices.
El desarrollo de la metagenómica y las técnicas genéticas de última generación (Next Generation Se-
quencing) con pirosecuenciación 454 han permitido llevar a cabo este estudio, ya que debido a su buen 
nivel de resolución y a su capacidad de generar una enorme cantidad de datos de secuencias de ADN, nos 
informa de forma más detallada de la composición y diversidad microbiana asociada a las muestras de 
lombrices. Además, gracias a las herramientas bioinformáticas de clasificación y de tratamiento de datos 
se ha podido llegar a corregir los errores generados por este tipo de técnicas y a analizar los cambios de 
diversidad de comunidades bacterianas asociadas a lombrices a distintos niveles taxonómicos y filogené-
ticos dentro de la α y β diversidad sobre medidas cuantitativas (sobre abundancias de especies de bacte-
rias) y medidas cualitativas (sobre presencia/ ausencia de las mismas).
1.6 Historia de la metagenómica aplicada al estudio de la diver-
sidad de comunidades bacterianas de lombrices de tierra: es-
tudios con bioinformática y  con técnicas genéticas de última 
generación (Next Generation Sequencing): pirosecuenciación.
1.6.1 Descripción y tipos de análisis metagenómicos:
La metagenómica es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno o población de mi-
croorganismos (metagenoma) directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin necesidad de aislar 
y cultivar esas especies (Handelsman et al., 1998). Su utilización dio lugar al descubrimiento una diver-
sidad microbiana desconocida en una gran variedad de ambientes, como suelos, aguas (continentales y 
marítimas), muestras gastrointestinales de vertebrados e invertebrados (López-García y Moreira 2008; 
Huber et al., 2007; Costello et al., 2009; Turnbaugh et al., 2009; Durbin et al., 2010; Hollister et al., 2010).
El resultado de aplicar esta técnica es una librería de datos que pueden ser analizados según el inte-
rés que se tenga en: aproximaciones funcionales y/o por sus secuencias. Por lo tanto, la metagenómica 
puede ser dividida en dos análisis: basados en las secuencias de ADN (se utilizan técnicas moleculares de 
secuenciación, en las que se incluyen las técnicas de última generación Next Generation Sequencing (NGS) 
como la pirosecuenciación 454) y basadas en funciones de los microorganismos no cultivables (Gabor et 
al. 2007).
Las basadas en aproximaciones funcionales desde el genoma entero desarrollan bibliotecas de datos 
para un fenotipo particular, producción de antibióticos o actividad enzimática y luego se identifica el ori-
gen filogenético del ADN clonado (Dinsdale et al. 2008). Las basadas en secuenciación desarrollan clones 
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del gen ARNr 16S, que está muy conservado en todos los organismos vivos, para identificar los microorga-
nismos de interés y luego se secuencian los clones enteros para identificar otros genes de interés o para 
secuenciar el metagenoma entero buscando los orígenes filogenéticos en los genomas reconstruidos a 
partir de este gen ARNr 16S. Además, este tipo de análisis proviene de señales sobre el potencial metabó-
lico y la diversidad ecológica de una comunidad por comparación con bases de datos de ADN (Riesenfeld 
et al., 2004; Hoff et al., 2008) que sería el caso de este estudio.
Posteriormente, se realizan análisis bioinformáticos de las secuencias en crudo desde los datos piro-
secuenciados y así, se pasa a corregir los errores de secuenciación y a analizar los datos de ADN. Estos 
análisis informáticos se pueden dividir en dos trayectorias según el tipo de análisis genético realizado 
previamente: si se amplifica el genoma entero para identificar taxonómica y filogenéticamente las bacte-
rias de las muestras o si se amplifica solo un gen, en nuestro caso el gen marcador de bacterias ARNr 16S 
(Kuczynski et al., 2011). Con las secuencias del gen marcador ARNr 16S se realizaron los análisis bioinfor-
máticos descritos más adelante en el apartado de material y métodos de la tesis. 
La metagenómica basada en secuenciación consta de la construcción de una biblioteca de ADN (ampli-
cones) formada a partir de muestras originales presentes en un medio a partir de la amplificación del gen 
ARNr 16S. Estas bibliotecas deben cruzarse con bases de datos donde para cada secuencia se conoce la 
taxonomía de la bacteria y por tanto nos permite inferir la taxonomía de nuestras secuencias por compara-
ción. Hay varias bases de datos, las más utilizadas son: NCBI (www.ncbi.nim.nith.gov), Greengenes (Wer-
ner et al., 2012), SILVA (Pruesse et al.,2007) y Ribosomal Database Project II (RDP III) (Cole et al., 2009).
1.6.2 Ventajas de la metagenómica: técnicas de secuenciación de última 
generación (Next Generation Sequencing): pirosecuenciación 454.
Aunque la secuenciación del ADN ha existido desde 1970  (Sanger,  1975, 1977) era una técnica bastante 
cara y además la construcción de una biblioteca a partir de clones requería bastante tiempo. Con la apari-
ción sobre el año 2005 de las técnicas de última generación llamadas (Next Generation Sequencing) (Ven-
ter, et al., 2004; Margullies et al., 2005) se ha llegado a abaratar el coste del análisis de ADN de manera 
significativa (100 veces menos). Gracias a esta técnica, los científicos empezaron a explorar la diversidad 
microbiana presente en distintas muestras ambientales, cosa que hasta entonces era imposible de reali-
zar, aumentando así, los estudios de ecología microbiana.
La metagenómica tiene la ventaja sobre otras técnicas tradicionales de proveer de una enorme cantidad 
de información sobre la diversidad de comunidades microbianas además de permitir llevar a cabo estudios 
más complejos de simbiontes relacionados con el intestino de distintos insectos y humanos (Turnbaugh 
et al., 2009). De esta manera, se puede  profundizar sobre el complejo sistema biológico de interacciones 
entre bacterias y huésped.
Las modernas técnicas genéticas de secuenciación de ADN en las que se basa, nos han permitido acce-
der a la diversidad de microorganismos desconocidos hasta entonces (microorganismos no cultivables). 
El 99% de casi todos los microorganismos que podemos encontrar en los distintos medios de la tierra, 
permanecen todavía sin cultivar (Amann et al. 1990). Debido a que los microorganismos no cultivables 
son una fuente desconocida de nuevas enzimas y capacidades metabólicas es interesante conocer este 
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tipo de microorganismos (Knight et al., 2009). Además, son una fuente importante de información sobre 
la gran diversidad de microorganismos y su distribución en el medio, aumentando nuestro conocimiento 
sobre los factores que afectan a estas distribuciones en el contexto de la ecología y evolución microbiana 
(Lozoupone et al., 2006). Con estas técnicas utilizadas de Next Generation Sequencing (NGS) se ha podido 
identificar numerosas especies de bacterias que tienen densidades muy bajas, que constituyen lo que se 
ha denominado la biosfera rara ( Sogin et al., 2006; Knight et al., 2009; Kunin et al., 2010, Pedrós-Alió, 
2012), presente en diferentes ecosistemas como los marinos (Sogin et al., 2006, Huber et al., 2007), en 
suelos (Roesch et al., 2007) y en el intestino humano (Turnbaugh et al., 2009). 
Las técnicas de última generación (NGS) son más precisas y sensibles a la variación genética entre 
comunidades bacterianas que otras técnicas moleculares utilizadas anteriormente, como T-RFLP o ARI-
SA, donde solo se utilizaba la amplificación clonada del ADN por la técnica de Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) para llegar a analizar la diversidad, estructura y composición microbiana sin secuenciar 
el ADN. Por lo tanto, a pesar de la gran cantidad de técnicas moleculares basadas en PCR disponibles 
como: el análisis Automatizado del Espacio Intergénico Ribosomal (ARISA), el análisis de Polimorfismo de 
la longitud del fragmento de restricción terminal (T-RFLP), la  electroforesis en gel con gradiente de des-
naturalización (DGGE) y los Chips de ADN o microarray de ADN, se ha elegido la técnica de secuenciación 
con  pirosecuenciación 454 (Ronaghi et al., 1996,1998, 2002) para la obtención de perfiles de diversidad, 
estructura y composición microbiana. 
Sin embargo, estas técnicas de secuenciación producen una serie de errores en la variación genética que 
pueden ser corregidos con posteriores análisis bioinformáticos que nos permiten a su vez, describir esta 
estructura, composición y diversidad microbiana a un nivel más detallado (taxonómico y filogenético) (Ha-
mady y Knight, 2009) que es útil para el objetivo de nuestro estudio y serán desarrollados más adelante.
En 1990 se inauguró definitivamente el Proyecto Genoma Humano que fue un proyecto de investigación 
científica con el objetivo fundamental de determinar la secuencia de pares de bases químicas que compo-
nen el ADN humano e identificar y cartografiar los aproximadamente 20.000-25.000 genes del genoma 
humano desde un punto de vista físico y funcional. Al principio, la técnica de secuenciación utilizada en 
este proyecto era la de Sanger, lo que ralentizaba y encarecía el mismo. Sin embargo, gracias a la im-
portancia de este proyecto se desarrollaron mucho las técnicas de secuenciación. Gracias a la mejora de 
estas técnicas se comenzó a definir la secuenciación de última generación (NSG). El Proyecto Microbioma 
Humano (Turnbaugh et al., 2007) realiza un estudio de las comunidades microbianas que ocupan distin-
tos hábitats del cuerpo humano, en especial el intestino (Turnbaugh et al., 2009). En estos estudios se 
ha encontrado una gran diversidad de microorganismos en muestras tan diversas como piel (Fierer et al., 
2008), boca (Zaura et al., 2009), intestino (Turnbaugh et al., 2009, Qin et al., 2010), y vagina (Brotman et 
al., 2010) del cuerpo humano para investigar más sobre las enfermedades humanas.
Aunque los estudios de metagenómica son interesantes para evaluar la diversidad y composición mi-
crobiana sin necesidad de aislar los microorganismos, las técnicas utilizadas para realizar estos estudios 
tienen también sus limitaciones. Estas limitaciones necesitan ser evaluadas a partir de los distintos fac-
tores que las limitan. Por lo tanto, se tendrá en cuenta como es de representativa una muestra, como 
se realiza un muestreo, y como de difícil es acceder a la biosfera rara con estas técnicas (Elshahed et al., 
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2008). Para mejorar estas limitaciones, se intenta optimizar distintas fases antes de la aplicación de 
las técnicas moleculares de secuenciación de última generación (NSG), es decir, se intenta realizar una 
adecuada recogida de muestras, optimizar el tipo de extracción de ADN y  minimizar  la contaminación en 
muestras de suelo (Lombard et al., 2011). 
Lo mejor es elegir un método de extracción de ADN teniendo en cuenta sus limitaciones y llegar a un 
compromiso entre calidad y cantidad de ADN que nos permita analizar posteriormente estos extractos 
para llevar a cabo el análisis de diversidad microbiana adecuado para nuestro estudio. Además, en este 
estudio se profundiza con la técnica de pirosecuenciación 454 basándonos en el gen ARNr 16S que es 
marcador universal para bacterias que trabaja directamente con la variabilidad genética entre microor-
ganismos y debido a su universalidad, es más objetivo en la descripción de la diversidad, composición 
y estructura de las comunidades microbianas que las otras técnicas moleculares o técnicas basadas en 
caracteres morfológicos, fisiológicos y estructurales.
1.6.3 Tipo de técnica empleada de secuenciación de última generación 
(Next Generation Sequencing): pirosecuenciación 454. Descripción de la 
técnica de pirosecuenciación 454.
Como alternativa al análisis molecular por clonado de amplicones (productos de PCRs), surgen las técnicas 
de última generación (Next Generation Sequencing) que se basan en secuenciación más avanzada del ADN 
extraído en muestras ambientales.
Estas técnicas incluyen distintos pasos: extracción del ADN de las muestras, pegarlo a alguna estruc-
tura, extender y amplificar la señal con algún esquema de color, detectar el fluorocromo por microscopía, 
interpretar las series de puntos como cadenas cortas de ADN, las cadenas oscilan entre 30 y 700 pares de 
bases, interpretar las múltiples imágenes que genera el secuenciador, obtener y trabajar las secuencias.
La pirosecuenciación se basa en el secuenciado por síntesis:
•	  El ADN se rompe en piezas de 500-1400 bp, se une a adaptadores y se amplifica en bolas por PCR 
(PCR por emulsión)
•	 Las bolas con el ADN pegado se disponen en pocillos (una bola por pocillo) en un plato que tiene 
millones de pocillos
•	 El ADN se secuencia añadiendo polimerasa y bases de ADN que contienen pirofosfato. Las diferen-
tes bases (A,G,C,T) se añaden secuencialmente en una cámara de flujo.
•	 Cuando se añade una base complementaria a la de la cadena que se está secuenciando el pirofos-
fato se libera y produce luz
•	 La luz se detecta y utiliza para determinar la base que se ha añadido
La longitud y precisión de las secuencias obtenidas son de crucial importancia para la elección de una 
tecnología de secuenciación. Durante la última parte del siglo XX las técnicas de secuenciación revolucio-
naron el campo de la biología molecular. En 1970 las técnicas desarrolladas por Maxam-Gilbert (Maxam et 
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al., 1977) y Sanger (Sanger et al., 1977) aumentaron las posibilidades de buscar nuevos genes y sus funcio-
nes. En el caso del 454 las longitudes de lectura estaban por encima de 500bp, sin embargo las reacciones 
incompletas hacían disminuir esta longitud y precisión de las secuencias (Figura 5).
Uno de los motivos para elegir una tecnología de secuenciación es porque la cantidad de tiempo y tra-
bajo es menor, y por la posibilidad de automatizar los pasos de síntesis de secuencias de ADN. Para llevar 
a cabo estas técnicas el ADN diana tiene que ser amplificado. Se necesita, por lo tanto, realizar amplifi-
caciones por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). En la pirosecuenciación, las muestras de PCR 
purificadas son directamente analizadas por un monitor a tiempo real para registrar las incorporaciones de 
nuevas bases a la cadena diana.  Con la tecnología de Sanger (Sanger et al., 1977), la secuenciación no está 
totalmente automatizada porque las reacciones de secuenciación son purificadas y luego separadas por 
Figura 5. Comparación de las técnicas convencionales de secuenciación con Sanger  con la técnica de pirosecuen-
ciación 454.
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fragmentos de ADN. La purificación de los fragmentos ha sido llevada a cabo por la precipitación con eta-
nol que incluye varias operaciones manuales, por lo tanto, este sistema no está totalmente automatizado 
como en el caso de la pirosecuenciación. Con la pirosecuenciación el sistema está automatizado porque 
incluye una separación de los fragmentos por bolas líquidas de magnetita (Wahlberg, 1992). 
La capacidad de pirosecuenciar en paralelo simultáneamente con técnicas de pirosecuenciación 454 
(Margulies et., 2005) que se encuentran implementadas en el Secuenciador de Genoma Roche (GS) puede 
generar de 300,000-450,000 secuencias por ciclo. El modelo nuevo, GSFLX+ Titanium, permite obtener 
secuencias de hasta 700bp y se espera llegar pronto a las 1000bp.
La secuenciación por síntesis se describió por primera vez en 1985 (Melamede et al., 1985) y se basa en 
la adición secuencial de nucleótidos a un ADN diana que contiene un cebador añadido. Se va formando una 
nueva cadena de ADN (cadena complementaria) a partir del ADN diana en la región que está flanqueando 
el cebador que empleamos. Esta cadena complementaria va creciendo según el orden de nucleótidos en 
la secuencia original y se va copiando múltiples veces por una Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
En 1997, Nyrén describió como la actividad de la PCR podía ser monitorizada por bioluminiscencia (Nyrén 
et al., 1997). Los nucleótidos etiquetados por fluorescencia han sido usados para la secuenciación por 
síntesis. Para minimizar la terminación no deseada y ser capaces de medir la incorporación de todos los 
nucleótidos el grupo etiquetado por fluorescencia tiene que ser movible para determinar el punto final de 
cada lectura. Esto se logra si se acompaña con una fotoescisión o separación por luz por reducción (Li et 
al., 2003, Mitra et al., 2003). Cuando se detecta la incorporación de un nucleótido a la cadena complemen-
taria de ADN que estamos secuenciando con luz, se necesita un número diferente de enzimas que realicen 
distintas actividades durante la síntesis. La secuenciación del ADN por pirosecuenciación ha determinado 
secuencias en tiempo real por bioluminiscencia de manera más rápida que otras técnicas de secuenciación.
Los pasos previos para llevar a cabo esta pirosecuenciación:
Centrándonos en la pirosecuenciación con el gen ARNr 16S se realizó una PCR específica para amplificar 
un fragmento comprendido entre las regiones hipervariables v2 y v3, del gen ARNr 16S del ARNr ribosó-
mico de bacterias. Para realizar la pirosecuenciación se utilizaron dos cebadores  (uno hacia delante V2F 
5’ AGYGGCGIACGGGTGAGTAA y otro inverso específicos de la región V3R 3’ ATTACCGCGGCTGCTGG (Will 
et al., 2010; Sundquist et al., 2007). Para empezar la pirosecuenciación con el pirosecuenciador 454 Roche 
FLX + Titanium se tiene que generar una biblioteca de amplicones a partir del ADN extraído previamente 
de las muestras. Para generar esta biblioteca de amplicones se realiza una PCR siguiendo los siguientes 
pasos: primero, se realiza una  fragmentación del genoma de la muestra por nebulización en pequeños 
fragmentos (300-800bp). Posteriormente, estos pequeños fragmentos son unidos a  adaptadores que 
identifican las secuencias diana gracias a los cebadores asociados en las regiones 3’ (reverse) y 5’ (forward) 
de las secuencias de origen. Se crea una biblioteca de ADN (amplicones) con los fragmentos de ADN unidos 
a estos adaptadores. Estos adaptadores se necesitan para delimitar las secuencias que serán amplifica-
das por una segunda PCR e inmovilizadas dentro de unas bolas líquidas de magnetita para la reacción de 
PCR por emulsión. Este ADN se une a otro adaptador porque necesita ser purificado antes de comenzar la 
siguiente PCR por emulsión dentro de las gotas líquidas. 
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Cada muestra necesita estar asociada con una secuencia específica (etiqueta) que nos permita asignar 
cada secuencia a su muestra correspondiente. Por lo tanto, en esta segunda PCR se usó la técnica de eti-
quetado de ADN (Herbert et al., 2004; Kress et al., 2005).
Los cebadores anteriormente descritos fueron modificados al añadir etiquetas MID (multiplexing iden-
tifiers) para hibridarse con la diana de ~600bp de las muestras en regiones específicas diana de este 
gen: regiones V2F y V3R del gen 16sRNA (Bybee et. al., 2011). La pirosecuenciación requiere este tipo de 
técnica porque una limitación de esta es la capacidad para repartir físicamente las muestras en el plato 
(PicoTiter-Plate). A partir de estos cebadores unidos a etiquetas, se generó una biblioteca de productos 
de PCR que se pudieron analizar posteriormente en una placa PicotiterPlate (PTP)  por pirosecuenciación 
con 454 Roche GS FLX Titanium. Posteriormente, se realiza una PCR de emulsión: se forman fragmentos 
desnaturalizados de ADN llamado ADN diana de una hebra (sstADN). Para crear la biblioteca de sstADN los 
fragmentos son inmovilizados dentro de las gotas líquidas por emulsión. Cada gota líquida lleva una única 
molécula de sstADN. Cada molécula de sstADN capturada por su gota liquida se deposita dentro de un 
pocillo de una placa (chip) de fibra óptica llamada, Picotiterplate(PTP). Estas sstADN se amplifican (am-
plicones) y se crean hasta 10 millones de copias de ADN por una PCR en emulsión (emPCR) de una única 
diana de ADN dentro de cada gota liquida (microreactor). Estas copias de ADN van alineándose dentro de 
cada gota. Para llevar a cabo esto, se introduce una mezcla de aceite/agua (son reactivos de PCR). Debido 
a estas gotas de aceite, cada gota liquida es capturada dentro de cada microreactor para llevar a cabo la 
amplificación por PCR. Finalmente, los sstADN amplificados se liberan en el pocillo.
Preparación de la placa de secuenciación Picotiterplate(PTP).
Antes de introducir las sstADN amplificados por PCR de emulsión (emPCR) en el apartado anterior dentro 
de los pocillos de la placa Picotiterplate(PTP) se tiene que preparar la placa para realizar la pirosecuencia-
ción con el secuenciador de genoma Roche. La placa Picotiterplate(PTP) dispone de 1.6 millones de pocillos 
que pueden contener cada uno, una gota liquida del producto de PCR de emulsión junto a reactivos adicio-
nados al pocillo para llevar a cabo la síntesis de ADN. El diámetro de la placa es de 29 μm. Cada pocillo solo 
acepta una gota líquida con una molécula ADN (sstADN). Los sstADN amplificados en cada gota líquida 
se mezclan con 4 enzimas: ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, apirasa  y luciferasa (Klenow H. et al., 1971) 
dentro de cada pocillo de la placa PicotiterPlate (PTP) y finalmente se realiza la secuenciación del ADN. 
Además, la placa PicotiterPlate (PTP) contiene un fluido con solución tampón + 4 nucleótidos. Estos 4 
nucleótidos, dNTPs (dATP, dTTP, dGTP o dCTP), se fijarán en un orden en cada ciclo de lectura según el 
ADN molde (sstADN).
Reacción de secuenciación: Pirosecuenciación dentro de la placa Picotiterplate (PTP).
Cada pocillo de la placa contiene una microesfera con los siguientes compuestos: las gotas líquidas de 
secuenciación (una gota/pocillo), un cebador específico que se une a una cadena de ADN sencilla molde a 
copiar (sstADN) en presencia de los 4 tipos de dNTPS, ADN polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apira-
sa así como los sustratos APS (adenosina 5’ fosfosulfato) y luciferina. Las enzimas sulfurilasa y luciferasa 
aseguran que las gotas líquidas de ADN se mantengan en su posición para la reacción de secuenciación. 
Cada vez que se añade un nucleótido correcto a la nueva cadena ADN sintetizada, en la reacción se libera 
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una molécula de fósforo (pirofosfato) que se traducirá más tarde en luz (Ronaghi et al., 1996, 2001).
Procesamiento de datos con el secuenciador de Genoma Roche GS FLX:
La placa PicotiterPlate (PTP) es cargada en el Secuenciador de Genoma FLX, por esto a la técnica de piro-
secuenciación se le llama pirosecuenciación con Roche 454 GS FLX. Durante el flujo de nucleótidos en cada 
pocillo, se generan millones de copias de ADN (amplicones) que generan millones de series de imágenes 
en paralelo de datos sin procesar.
Más detalladamente, cuando un nucleótido complementario al ADN diana se añade dentro del pocillo, la 
enzima polimerasa extiende la cadena de ADN por la adición del nuevo nucleótido y se libera una molécula 
de pirofosfato que la sulfurilasa metaboliza a ATP y ese ATP es metabolizado por la luciferasa producien-
do una señal de luz que registra el secuenciador (Figura 6). Los nucleótidos (A, G, T, C) se añaden cada 
vez por separado y la placa necesita ser lavada entre cada adición para eliminar los nucleótidos que no se 
hayan añadido a la secuencia que se está amplificando.
 La placa (“PicoTiterPlateDevice”) de fibra óptica permite transmitir esta luz producida por la adición 
de un nucleótido nuevo por quimioluminiscencia, la cual llegará hasta la cámara CCD que captará las re-
acciones de luminiscencia y producirá una señal proporcional a la cantidad de pirofosfato liberado. Estas 
señales son visualizadas en imágenes que genera el Secuenciador de Genoma Roche GS FLX. El registro de 
intensidad de cada flujo “flow” es un “flowgram”, que es análogo a un cromatograma que investiga el or-




den de los residuos de los nucleótidos: A, C, G y T del ADN diana (Figura 7). Esta tecnología puede generar 
más errores en la síntesis de nuevo ADN que las técnicas tradicionales de secuenciación. Cuando tenemos 
muchos homopolímeros en nuestras secuencias, podemos tener problemas para resolver la intensidad de 
luminiscencia producida por nuestra secuencia de ADN molde. Esto puede llevar a problemas de homopolí-
meros largos sin identificar. Además, los solapamientos entre flujos “flows” puede causar inserciones que 
pueden estar cerca pero no adyacentes a los homopolímeros. También bajas concentraciones de un “flow” 
puede causar extensiones incompletas dentro de los homopolímeros. Según  Margulies et al. (2005) se 
encontró un exceso de “flowgramas” intermedios cuyos valores indicaban lecturas de pobre calidad. Para 
la secuenciación genómica, la tasa de error para lecturas únicas puede ser tan alta como 5-6%, pero el 
montaje de muchas lecturas solapadas pueden producir secuencias exactas por consenso (Golberg et al., 
2006, Moore et al., 2006) con tasas de error  por debajo de 0.03%. Sin embargo, la generación de secuen-
cias consenso para mejorar la precisión de los datos, no es apropiada para estudios que buscan informa-
ción sobre la variación natural de cada lectura.
La técnica de 454 pirosecuenciación se lleva a cabo principalmente para estudiar la estructura de pobla-
ciones microbianas hacia el análisis de secuencias cortas, por ejemplo secuencias del gen marcador ARNr 
16S (Sogin et al., 2006, Petrosino et al., 2009) desde una o más regiones hipervariables del ARN ribosómi-
co de microorganismos de muestras ambientales de ADN.
A partir de estas secuencias cortas, se puede extraer información de identidad taxonómica, diversi-
dad microbiana y abundancias relativas (Huber et al., 2007, Sogin et al., 2006). Los emparejamientos de 
cada secuencia cortas a las regiones hipervariables de filotipos conocidos (usando las bases de referencia 
correspondientes a los taxones de interés) proporcionan información para identificar taxonómicamente 
los microorganismos de las muestras. La mayor restricción en la resolución taxonómica con este tipo de 
técnica es la limitación de las bases de datos existentes. En algunos casos los asignamientos taxonómicos 
Figura 7. Procesado de secuencias con Genoma Roche GS FLX.
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se hacen hasta nivel organización de género y puede llegar hasta nivel de especie (Petrosino et al., 2009).
1.7 El gen ARN r 16 S como reloj molecular universal.
El gen ADNr 16S se considera como el “gold standard” en ecología microbiana, ya que es de fácil ampli-
ficación con cebadores universales, tiene regiones conservadas y variables, está presente en todos los 
microorganismos, permite inferir relaciones filogenéticas y utilizando la enorme base de datos de este gen 
(que comenzó a construirse en 1980) permite asignar identidad taxonómica a los secuencias detectadas. Y 
lo más importante, se ha demostrado que un pequeño fragmento del gen ARNr 16S  proporciona la misma 
información que la secuencia completa del mismo para el análisis de comunidades, incluyendo aquellos 
basados en árboles filogenéticos (Liu et al. 2007, 2008; Wang et al. 2007). Además el ARNr ofrece tres 
ventajas sobre el ADN: 
1. Los ribosomas son los sitios de síntesis de las proteínas, el contenido celular ribosómico (y así el 
ARNr) son directamente correlacionados con las actividades metabólicas y velocidad de crecimiento 
(Wagner, 1994). Una alta proporción de secuencias de ARNr de muestras de suelo deberían corres-
ponderse con microorganismos metabólicamente activos (Felske et al., 1996). Los resultados con el 
ARNr pueden  ser comparados con los del ADNr extraído (Felske et al., 1996) para hacer simultánea-
mente estimas de las comunidades microbianas durmientes y metabólicamente activas. 
2. Las secuencias de ARNr están presentes en células con un mayor número de copias que el ADNr, por 
eso pueden detectarse fácilmente (Moran et al., 1993). 
Los análisis filogenéticos se basan en el estudio de la evolución y desarrollo de las diferentes especies 
comparando sus secuencias y es la forma más precisa y confiable para inferir las relaciones filogenéticas 
de diferentes organismos. Estos datos son preferibles sobre otros datos moleculares porque poseen cer-
canías evolutivas y permiten interpretaciones cuantitativas y directas de la diversidad bacteriana según 
su origen evolutivo. Además, va generando una creciente base de datos para obtener referencias poste-
riores. La filogenia bacteriana se basa en el análisis de marcadores moleculares, en este caso, el gen ARN 
16Sr que tienen un gran potencial para estudiar la diversidad y filogenia bacteriana (Tringe y Hugenholtz, 
2008). Además, debido a que la técnica de pirosecuenciación requiere fragmentos cortos de ADN, los 
estudios de diversidad y filogenia basados en el gen ARNr 16S son idóneos para aplicar esta tecnología de 
última generación(NGS)(Jonasson et al., 2002).
El ADNr de bacterias se presenta en repeticiones tándem y está formado por tres moléculas altamente 
conservadas (ADNr 16S, ADNr 5S y  ADNr 23S), separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de 
sustitución (ITS1 e ITS2). El tamaño, número de secuencias y estructuras secundarias de las tres molé-
culas están conservados en bacterias (Maidak et al., 1997). Estas repeticiones en tándem se encuentran 
conservadas a lo largo de todo un genoma y evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos 
recombinatorios como entrecruzamiento desigual y conversión génica. Estas secuencias, por la baja tasa 
de sustitución que presentan, son extremadamente útiles en el planteamiento de hipótesis de relaciones 
filogenéticas de bacterias con tiempos de divergencia muy antiguos (Hillis et al., 1991).
El ribosoma 70 S tiene dos subunidades desiguales en tamaño: subunidad pequeña (30s) y subunidad 
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grande (50s). La subunidad pequeña (30s) es una molécula de ARNr 16S y 21 proteínas diferentes, mien-
tras que la subunidad grande (50S) tiene una molécula de ARNr 5.8S (para identificar procariotas) y otra 
de ARNr 28S(para identificar eucariotas), con 30-40 proteínas diferentes (Hillis et al., 1991 y Rajendhran, 
et al., 2010)
Aunque estas tres moléculas están conservadas dentro de las bacterias, el gen 16S es el más conser-
vado de todos y se ha propuesto como un cronómetro molecular para estudios de taxonomía y filogenia 
de bacterias, a partir de la construcción de árboles filogenéticos (Woese, 1987). Mediante el análisis de las 
secuencias parciales del ARNr 16S  es posible encontrar patrones de secuencias específicos para grupos, 
especies o incluso serotipos bacterianos. Para la identificación de los microorganismos a ese nivel, se 
han desarrollado pequeñas sondas específicas de la región variable del ARNr 16S. Las diferencias en las 
regiones conservativas proporcionan así mismo secuencias para el diagnóstico de grupos de organismos 
relacionados y pueden ser usadas como dianas para sondas específicas de oligonucleótidos. Las regiones 
que se utilizan en este estudio son las regiones semiconservativas e hipervariables mencionadas anterior-
mente, regiones v2 y v3 del gen ARNr 16S del ARNr ribosómico de bacterias. (Will et al., 2010; Sundquist 
et al., 2007). La hibridación con sondas específicas permite la identificación rápida de un gran número 
de aislados, al mismo tiempo que posibilitan la detección directa de microorganismos concretos en las 
muestras, usando un extracto de ácidos nucleicos como diana. La sensibilidad de las pruebas puede ser 
aumentada in vitro aplicando la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). A partir de un pe-
queño fragmento de ADN, es posible amplificar una secuencia diana hasta unos cuantos microgramos, los 
cuales pueden ser secuenciados directamente o pueden ser utilizados como diana de una sonda específica 
para futuros análisis de diversidad microbiana.
La precisión de las inferencias filogenéticas de las secuencias del gen ARNr 16S, depende en un número 
de bases comparadas y para ser completamente efectivas, al menos deben tener un mínimo de 1000 
bases para cada organismo. Para realizar estas inferencias filogenéticas, se mantiene el principio de que 
el origen de los cloroplastos y mitocondrias es bacteriano y que los genomas de estos orgánulos eucario-
tas están en varios grupos del dominio bacteria (Margulis et al., 1967,  Kossel et al., 1980, Küntzel et al., 
1981, Grant et al., 1982, Spencer et al., 1984, Palmer et al.,1985, Evrard et al., 1990). Las mitocondrias y 
cloroplastos son  orgánulos que tiene su propio material genético. Tiene determinados genes exclusivos 
y toda una maquinaria de regulación transcripción y traducción necesaria (código genético propio de mi-
tocondrias). La actividad y replicación del genoma extranuclear son totalmente autónomos, así como la 
regulación, aunque en determinados casos está coordinada por el núcleo. 
Para hacer estas inferencias filogenéticas se comparan pares de secuencias del gen ARNr 16S  de dos or-
ganismos distintos y se observan las diferencias con la distancia evolutiva entre organismos (los cambios 
en las bases nucleotídicas determinan cambios en la evolución de los organismos). Estas secuencias del 
gen se han mantenido uniformes a lo largo de la evolución y tienen regiones hipervariables que se diferen-
cian entre las especies por lo que se ven claramente diferencias entre los distintos microorganismos. Así 
se pueden construir árboles filogenéticos.
En tres décadas de estudios de filogenia molecular, los investigadores han recopilado un robusto mapa 
de la evolución de la diversidad de la vida, enseñando que la principal fuente de la diversidad de vida es la 
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microbiana (Woese, 1987).  Las propiedades generales de los representantes de los tres dominios indican 
que la vida inicial estaba basada en la nutrición inorgánica, y que la fotosíntesis y el uso de compuestos 
orgánicos, y el metabolismo energético vinieron comparativamente después. Las aplicaciones de los mé-
todos de la filogenia molecular para el estudio de los ecosistemas naturales microbianos, sin el requeri-
miento tradicional del cultivo, han originado el descubrimiento de linajes evolutivos inesperados; miem-
bros de algunos de estos linajes están sólo lejanamente relacionados con organismos conocidos, pero son 
suficientemente abundantes, por lo que es probable que hayan impactado en la química de la biosfera.
Por lo tanto el análisis del gen ARNr 16S  es utilizado para dos aplicaciones: 1) identificación y clasificación 
de cultivos puros aislados, y 2) para estimas de diversidad bacteriana en muestras donde no se pueden cul-
tivar las bacterias y se utilizan disciplinas de metagenómica y pirosecuenciación para ello (Petrosino et al., 
2009). En este último análisis nos basaremos para abordar nuestro estudio más adelante. 
El ARNr 16S  es un reloj molecular que sirve como herramienta para determinar el tiempo de divergencia 
entre dos especies. Para que sirva como tal tiene que cumplir ciertos supuestos: La tasa de mutaciones 
no varía a lo largo del tiempo o al menos puede promediarse según el tiempo a medir, que las mutaciones 
puntuales deben ser al azar, y otra que el ADN de los microorganismos a comparar tiene que tener la misma 
probabilidad de mutar y lo hace a la misma velocidad. Además, tiene que tener distribución universal en 
todos los organismos y no estar limitado a un grupo taxonómico; no estar sujeto a transmisión horizontal, 
poseer una constancia funcional (de modo que la presión selectiva que actúe sobre la molécula sea mínima); 
la longitud de la secuencia deben ser suficientes para las estimaciones de semejanzas bajas tengan validez 
estadística; la tasa de cambio, al menos en una parte de la molécula, debe ser suficientemente baja para 
permitir la detección de las relaciones evolutivas lejanas y des del punto de vista metodológico nos interesa 
que no sea excesivamente larga para poder aplicar técnicas de secuenciación. 
La elección de este primer universal o marcador universal se realizó teniendo en cuenta distintas carac-
terísticas del cebador. El gen ARNr 16S, era un gen   que actuaba como reloj molecular y era idóneo para los 
análisis que se iban a llevar a cabo de diversidad bacteriana a nivel taxonómico y filogenéticos asociadas a 
lombrices de tierra. El cebador tenía una buena cobertura taxonómica, es decir, se tuvo en cuenta que fuera 
un cebador específico para bacterias. Para ello se utilizó la región hipervariable y conservativa V2 y V3 que dio 
información filogenética de las bacterias desde fragmentos cortos del gen (entre 100-250bp). 
La elección de este cebador es idóneo para realizar análisis de diversidad por su sensibilidad a los taxones 
bacterianos de baja abundancia y para los análisis filogenéticos porque nos informa de las divergencias entre 
bacterias dentro de su filogenia para realizar más detalladamente clasificaciones taxonómicas y representar-
las en árboles filogenéticos de bacterias asociadas a lombrices. Este cebador tiene una larga serie de datos 
de referencia, ya que se fueron registrando desde los comienzos de su utilización para análisis taxonómicos 
de diversidad y filogenia.
1.8 Ventajas de la técnica utilizada de múltiples barcodes primers 
con pirosecuenciación (ADN barcoding).
Esta tecnología de pirosecuenciación con múltiples cebadores y etiquetas (Binladen et al., 2007; Parameswa-
ran et al., 2007; Meyer et al., 2008; Hamady et al., 2008; Turnbaugh et al., 2009; Lennon et al., 2010) es 
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una tecnología automatizada y eficiente. Se usan unas etiquetas para cada muestra que permite llevar 
a cabo estudios de ecología microbiana que aceleran la profundidad de análisis de una mayor cantidad 
de muestras simultáneamente, además de reducir el coste por muestra. Esta técnica es exitosa cuando 
existe variabilidad temporal y espacial de la comunidad diana.
Esta técnica de pirosecuenciación (Sundquist et al., 2007) está limitada por dos factores: la corta lon-
gitud de lectura de los fragmentos y las referencias de datos incompletas que existen sobre la identifi-
cación de bacterias con el gen ARNr 16S. Esto último se suple actualmente debido a la mayor cantidad 
de bacterias incorporadas a esta referencia de datos base de datos (“database” del Centro Nacional de 
Biotecnología de la Información (NCBI) de US: www.ncbi.nim.nith.gov), donde las secuencias de ADN 
analizadas se comparan con secuencias registradas en la base de datos con herramientas informáticas 
tipo BLAST. 
Actualmente, la ventaja de usar este tipo de secuenciación de última generación (Next Generation 
Sequencing) es que ha mejorado la longitud de lectura de fragmentos de ADN a la vez que se han re-
ducido los errores de secuenciación. Se realizaron mejoras para aumentar la longitud de secuencias por 
encima de 200bp  gracias a la introducción de lavados con la enzima apirasa entre nucleótidos añadidos 
que quitan los productos inhibitorios que dejan las enzimas en las reacciones anteriores (Mashayeskhi 
y Ronaghi, 2007).  Según un estudio reciente de Yang et al. (2010) el promedio de longitud de lecturas 
conseguido era de 347bp. Recientemente, la longitud de las secuencias generadas por las tecnologías 
NGS ha aumentado con el nuevo generador de secuencias (GS) FLX Titanium series (Roche, USA). Aho-
ra posible conseguir más de 1 millón de lecturas (>400 bp) durante una única carrera/pasada/ejecución 
del secuenciador. Pero esta mejora está todavía limitada por el set de cebadores utilizados para el gen 
de interés. El tamaño de los fragmentos es un factor crucial en pirosecuenciación (amplicones >500bp 
no amplifican bien en la PCR de emulsión que se realiza en este tipo de secuenciación). Por esto, un 
set de cebadores que generen fragmentos de largas secuencias de ADN no podrán utilizarse para piro-
secuenciación. Según Gharizadeh et al. (2003) utilizar múltiples grupos específicos de cebadores para 
secuenciar vence esta limitación de cortas lecturas de fragmentos de ADN. Estos cebadores se añaden, 
pero solo uno, hibridará con el diana y funcionará como primer diana. Esto mejora la calidad de las 
secuencias amplificadas ya que descarta con más precisión las secuencias no específicas a la región 
semiconservativa del gen ARNr 16S. 
1.9. Objetivos generales.
El objetivo general de la tesis es determinar cómo las lombrices de tierra modifican las comunidades bacte-
rianas durante la descomposición de la materia orgánica. Para esto se realizarán 3 experimentos que permiti-
rán estudiar qué factores son los que delimitan estos efectos: la dieta (capítulo 1), el tipo de lombriz de tierra 
(capítulo 2) y el tiempo (capítulo 3). 
En el capítulo 1 se estudian los cambios en composición y diversidad bacteriana debidas a la dieta que 
reciben las lombrices de tierra estiércoles de caballo, cerdo y vaca. Para estudiar este efecto se estudian las 
deyecciones de la lombriz E.andrei. Se sabe que las dietas difieren en su composición y diversidad bacteriana 
(Lores et al., 2006), por lo que esta diferente composición y diversidad bacteriana podría estar influyendo en 
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los cambios de composición y diversidad bacteriana en el intestino de E. andrei cuando la lombriz se alimente 
de los diferentes estiércoles ganaderos (vaca, caballo y cerdo). A pesar de que la dieta puede ser un factor 
determinante en la composición de las bacterias intestinales en diferentes especies animales (Gordon J.l., 
2008; Engel et al., 2012; Chandler et al., 2011) incluyendo entre ellos las lombrices de tierra (Egert, et al., 
2004, Knapp, et al., 2009, Nechitaylo, et al., 2010, Gómez-Brandón, et al., 2011, 2012), se ha encontrado que 
animales de la misma especie tienen bacterias comunes en sus intestinos, independientemente del tipo de 
alimentación (Schmitt S. et al. 2011, Roeselers G. et al., 2011). Por lo tanto, además de estudiar el factor dieta 
y su influencia en los cambios de diversidad bacteriana del  microbioma intestinal básico de la lombriz, se 
estudia la existencia de un grupo de bacterias que están sometidas a presiones selectivas diferentes debido 
a las propias condiciones del intestino de la lombriz E. andrei, independientemente de la dieta.
En el capítulo 2 se estudian los cambios de composición y diversidad bacteriana debidos a diferentes espe-
cies de lombrices de tierra. Algunos investigadores han estudiado el efecto de distintas especies de lombri-
ces (que pertenecen a distinta categoría ecológica) sobre la composición de bacterias del suelo implicadas en 
la mineralización con nitrógeno de los suelos (Postma-Blaauw et al., 2006). Encontraron que la mineraliza-
ción del nitrógeno tiende a ser similar en función de la categoría ecológica. También, se ha propuesto para las 
lombrices endogeas un sistema de digestión mutualista (Lavelle y Spain 2001), en el que los microorganis-
mos ingeridos son estimulados durante el tránsito intestinal, favoreciendo los procesos digestivos de estas 
lombrices de tierra. Lo cierto, es que estudios con isótopos naturales han demostrado que las lombrices de 
tierra pertenecientes a las diferentes categorías ecológicas tienen perfiles isotópicos claramente diferencia-
dos, indicando que se alimentan de diferentes fuentes de C y N (Curry y Schmidt 2007). Esto sugiere que los 
procesos digestivos deberían ser diferentes. Por tanto, es importante conocer cómo las lombrices de tierra de 
diferentes categorías ecológicas modifican los microorganismos durante el tránsito intestinal, ya que los mi-
croorganismos son los responsables de la mayoría de las reacciones necesarias para el ciclado de nutrientes. 
Por lo tanto, las características de las distintas categorías ecológicas en las que se engloban las lombrices de 
tierra (epigeas, endógenas y anécicas) influyen en su modo de acción sobre el resto de la fauna y microbiota 
descomponedora (Lavelle y Spain, 2001).
En el capítulo 3 se estudian los cambios a corto y largo plazo debido a las lombrices de tierra sobre la 
composición y diversidad bacteriana. Para realizar esto se estudian los cambios en composición y diversidad 
de las deyecciones y vermicompost producidos por dos especies de lombrices epigeas E. andrei y E. fetida a 
partir de estiércol de cerdo. Las lombrices interaccionan con los microorganismos a través de los procesos 
asociados al intestino, en los cuales los microorganismos y la materia orgánica sufren modificaciones para 
luego ser excretados al medio en forma de deyecciones. Una vez expulsadas las deyecciones sufren procesos 
de envejecimiento y/o colonización al estar en contacto con material no digerido, dando lugar al vermicom-
post. Trabajos preliminares muestran una reducción significativa de la biomasa bacteriana tras el paso por 
el tubo digestivo de las lombrices de tierra, lo mismo que a lo largo del proceso de vermicompostaje (Aira 
et al., 2009, 2010; Gómez-Brandón et al., 2012; Parthasarathi et al., 2006). Nuestro objetivo es estudiar si 
estos cambios marcados en biomasa y actividad son acompañados de caídas en la diversidad bacteriana y si 
estos cambios dependen de los diferentes procesos digestivos de estas dos especies de lombrices de tierra 
utilizadas (E. andrei y E. fetida) y también depende del tiempo de maduración del sustrato procesado por las 







2.1. Lombrices de tierra, medios de cultivo y estiércoles utilizados
2.1.1. Lombrices de tierra mantenidas en cultivos.
Las especies de lombrices de tierra utilizadas fueron las lombrices epigeas Eisenia andrei y Eisenia fetida 
que se recogieron de los cultivos montados en la Facultad de Biología de la Universidad de Vigo donde se 
mantienen bajo las mismas condiciones de temperatura (20ºC) y diferentes dietas para cada una de las 
especies (estiércol de cerdo, vaca y caballo). Además, se utilizaron otras especies de lombrices de tierra 
de distinta categoría ecológica: anécicas (Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris), epigeas (Dendrobaena 
hortensis, Perionyx excavatus), se recogieron de distintos cultivos montados en la Facultad de Biología 
de la Universidad de Vigo en las mismas condiciones de temperatura que los demás cultivos (20ºC) y se 
mantienen con una dieta de estiércol de caballo.
2.1.2. Estiércoles utilizados.
Los estiércoles de vaca y caballo fueron recogidos en granjas de Zamáns (Vigo, Pontevedra). El estiércol 
de cerdo se recogió en una explotación agropecuaria de Tomiño (Pontevedra). Los tres estiércoles (vaca, 
caballo y cerdo) se congelaron a -20 ºC, para evitar posibles contaminaciones debidas a la presencia de 
capullos y lombrices en los mismos. Tras 2 días, se descongelaron, se homogenizaron y se almacenaron en 
las mismas condiciones (20ºC) dentro de la zona donde estaban montados los cultivos.
2.2. Obtención de muestras: protocolos de esterilización y alma-
cenamiento
2.2.1. Obtención de deyecciones.
Se recogieron 10 lombrices adultas de cada una de las especies de lombrices de tierra utilizadas (Lumbricus 
friendi, Lumbricus terrestris, Eisenia andrei, Eisenia fetida, Dendrobaena hortensis y Perionyx excavatus) de 
sus cultivos respectivos (vaca, caballo y cerdo) y se dispusieron en placas Petri. Las placas se montaron 
con ¼ de estiércol y ¾ de vermicompost del cultivo (este vermicompost pertenecía a la cama del respec-
tivo cultivo donde se recogían las lombrices) y se almacenaron a 20ºC en la cámara de cultivo. Como las 
lombrices eran suficientemente grandes para recoger sus deyecciones, se mantuvieron  todas las placas 
a esta temperatura para la posterior recogida de muestras de lombriz: deyecciones y vermicompost. Cada 
semana, se le daba de comer a las lombrices que estaban en placas Petri sus respectivos estiércoles (vaca, 
caballo y cerdo). 
Para obtener las deyecciones, se siguió el protocolo de Gómez-Brandón et al. (2011) con algunas modifi-
caciones. Según este protocolo, tres días después de darles comida a las lombrices mantenidas en placas 
Petri a 20ºC, se retiraron las lombrices de sus placas y se lavaron 3 veces con agua destilada. Se dispuso 
cada lombriz en una placa Petri estéril con papel de filtro humedecido en su base y otro cubriendo la lom-
briz. Tras 24 horas a 20ºC, se recogieron las deyecciones de todas las lombrices con una espátula estéril 
y se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5mL. Las lombrices se retiraron del papel de filtro y se volvieron 
a colocar en sus placas. Antes de comenzar con la colocación de lombrices en las placas Petri estériles, 
se lavó toda la cabina de flujo laminar con etanol (70%) y se colocó todo el material autoclavado (pinzas, 
puntas, 2 vasos de cristal (uno para poner agua destilada donde limpiar la lombriz dentro de la cabina, y 
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otro para hidratar los filtros autoclavados), papel de filtro y agua destilada) durante 15 minutos bajo luz 
UV( lámpara germicida tipo UV) dentro de la cabina para evitar posible contaminación ambiental de las 
muestras en la zona de trabajo.
Para la obtención de deyecciones se esterilizó el material cada vez que iba a ser utilizado. Así, las placas 
Petri nuevas estériles fueron lavadas tras cada recogida de deyecciones de cada lombriz. Esta limpieza se 
realizó con jabón y agua destilada. Antes de empezar con la colocación de lombrices en las placas Petri 
para recoger sus deyecciones, se colocaron las placas Petri dentro de la cabina de flujo laminar modelo 
870-FL bajo luz UV (CRUMA Material de Laboratorio, S.A) durante 15 minutos para evitar contaminación 
ambiental en las mismas.
Las modificaciones introducidas a este protocolo fueron las siguientes: Primero, se recogieron las lom-
brices de sus placas Petri donde estaban alimentándose y se lavaron dos veces en agua destilada fuera de 
la cabina de flujo laminar. Luego, se colocaron las lombrices en vasos de cristal lavados con agua destilada 
y etanol 70% cosmético y se transportaron a la cabina de flujo laminar. Se colocó un poco de agua destilada 
para evitar que se estresaran durante el traslado. Los vasos que transportaban a las 10 réplicas de cada 
especie de lombriz eran lavados con agua y etanol al cambiar de especie de lombriz. Todas las lombrices 
se lavaron una última vez en agua destilada dentro de la cabina de flujo laminar para evitar contaminación 
ambiental. Finalmente, se procedió a la colocación de cada lombriz en placas Petri con filtros autoclavados 
para la recogida de deyecciones con las condiciones de esterilidad de la cabina y material autoclavado 
arriba descritos. Tras la limpieza de cada lombriz dentro de la cabina de flujo laminar, se lavaron las pinzas 
con etanol cosmético 70%. Cada lombriz lavada se colocó en su respectiva placa Petri estéril con papel de 
filtro autoclavado. Se retiró el agua destilada sucia del vaso de cristal donde se había lavado la lombriz 
y se realizó una limpieza de éste. Tras el cambio de especie de lombriz, se realizaba la limpieza del vaso 
con agua destilada sucia. Es decir, se utilizó un mismo vaso autoclavado, que fue lavado varias veces tras 
el cambio especie de lombriz estudiada, para limpiar todas las especies de lombrices bajo cabina de flujo 
laminar. Esta limpieza del vaso cristal con agua destilada sucia, se realizó con agua destilada y etanol cos-
mético 70%. Luego, se dejó bajo luz UV (CRUMA Material de Laboratorio, S.A) durante 10 minutos dentro 
de la cabina de flujo laminar para esterilizarlo. 
Después, todas las placas Petri con lombrices colocadas en papel de filtro humedecido se almacenaron 
24 horas a 20ºC. Tras las 24 horas, se recogieron las deyecciones de cada lombriz con las mismas con-
diciones de esterilidad de la cabina de flujo descritas arriba (material autoclavado (espátula y pinzas) y 
colocado bajo luz UV).
Se transfirieron las deyecciones de cada lombriz a tubos eppendorf de 1,5 mL autoclavados con la espá-
tula dentro de la cabina de flujo laminar y si la lombriz interfería en la recogida de deyección, se utilizaba 
las pinzas para apartarla. Una vez recogidas las deyecciones en los eppendorf correspondientes, se devol-
vieron las lombrices a sus placas Petri con su comida correspondiente. Esto se realizaba tras cada recogida 
de deyecciones para que las lombrices comieran otra vez y se pudiera recoger la cantidad de deyecciones 
necesaria (0,25 g) para realizar las extracciones de ADN posteriores. Este protocolo se repitió un número 
variable de veces, que dependió del tamaño de la lombriz. En el caso de la especie de lombriz L. terrestris 
cuyo tamaño era más grande que el resto de lombrices, se necesitó poner las lombrices en placa entre 1-2 
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veces para obtener la cantidad necesaria de 0,25g, en el caso de las especies de lombrices más pequeñas 
P. excavatus y D. hortensis, se necesitaron entre 9-10 veces para obtener la cantidad deseada de 0,25g.
Luego, se centrifugaron estas muestras debido al alto contenido en agua que pudieran tener y se ex-
trajo el agua de las muestras con una pipeta de 1000 µL bajo cabina de flujo laminar. Posteriormente, se 
pesaron de nuevo las muestras de deyecciones y se retiró el exceso de agua.
Se almacenaron los tubos eppendorf de 1.5mL con deyecciones de cada lombriz a -80ºC hasta la si-
guiente recogida de muestra. Para evitar que las muestras se descongelasen y degradasen durante la 
recogida de muestras los eppendorf se mantenían en hielo (Cardona et al., 2012). 
Se eligió esta temperatura de almacenamiento (-80ºC) debido a que hay muchos trabajos que la uti-
lizan (Ochman et al., 2010; Wu, et al., 2010) para este tipo de muestras. Además, según Vigilant et al. 
(2004) esta temperatura de -80ºC es la temperatura idónea para obtener una mayor cantidad de DNA 
extraído de las muestras de deyecciones.
2.2.2. Obtención de muestras de vermicompost.
El vermicompost se recogió de la cama de los diferentes cultivos de E. andrei y E. fetida que habían recibido 
3 tipos de dietas (estiércol de cerdo). Se recogieron 5 réplicas de cada cultivo (5 réplicas x 1 estiércoles x 
2 especies de lombrices, N=10). Luego, se pesó la cantidad de 0,25 gr y se colocó en tubos eppendorf es-
tériles de 1,5mL. Finalmente, se almacenaron todas las muestras a -80ºC como con el resto de muestras 
recogidas para análisis molecular, hasta la extracción de ADN.
2.3. Extracción de ADN de muestras asociadas a lombrices de 
tierra: protocolos de esterilización y concentración del ADN.
2.3.1 Pasos previos a la extracción de ADN de muestras asociadas a lombri-
ces de tierra (protocolos esterilización y almacenadas a -80ºC):
2.3.1.1. Muestras de deyecciones y vermicomposts:
Antes de comenzar las extracciones de ADN, se descongelaron todas las muestras de deyecciones y vermi-
compost y se pesaron de nuevo. La extracción del ADN de las muestras de deyecciones y vermicompost se 
realizó en el momento de tener todas las muestras descongeladas y en caso de transportarse las muestras 
de la balanza a la cabina de flujo laminar se mantenían en hielo hasta el comienzo de la extracción de ADN.
Tras descongelarse todas las muestras de deyecciones y vermicompost, se añadió la solución inicial jun-
to con las bolas de lisis del kit de extracción de ADN a todas las muestras bajo condiciones de esterilidad 
Posteriormente, se realizó la extracción de DNA con el kit de extracción PowerSoil DNA Isolation (Mobio 
Laboratorios Inc., Carlsbad, USA) aplicando las modificaciones del protocolo del kit explicadas más adelan-
te. Finalmente, una vez extraído el ADN, se almacenaron las muestras a -80ºC.
2.3.1.2. Protocolo de esterilización del material utilizado para la obtención de 
todas las muestras.
Todas las muestras se mantuvieron congeladas a - 80ºC durante periodos largos de tiempo y esto no 
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debería afectar a la estructura de la comunidad microbiana. La temperatura y la duración del almacena-
miento no influye en la estructura microbiana (Lauber et al., 2010). Antes de empezar con la extracción 
de DNA, se autoclavó el material siguiente (tubos eppendorf de 1.5mL con rosca, puntas de 1000µL, 200 
µL y de 2 µL) y se etiquetaron todos los tubos autoclavados usados para la extracción de ADN con el kit 
de extracción bajo cabina de flujo laminar. Se mantuvieron las mismas condiciones de esterilidad en la 
cabina de flujo laminar que en la recogida de deyecciones y vermicompost de lombrices. Antes de empezar 
a etiquetar los tubos, la cabina fue lavada con etanol 70% y se colocó todo el material autoclavado bajo 
luz UV durante 15 minutos. Los pasos con microcentrifuga se realizaron fuera de la cabina de flujo laminar 
y se comprobó que todos los tubos eppendorf estuvieran bien cerrados para no contaminar las muestras 
antes de empezar la extracción de ADN.
2.3.2. Optimización del método extracción y concentración del ADN.
A continuación, se siguió el protocolo del kit de extracción de ADN PowerSoil DNA isolation  (Mobio, Labo-
ratories, Inc.) para obtener el ADN total, de las muestras de deyecciones y vermicompost. Durante los pri-
meros pasos de la extracción con el kit, se aplicó la modificación de lisis celular del protocolo que propone 
los desarrolladores del kit de extracción Powersoil DNA isolation para obtener más cantidad de DNA de las 
muestras. En pruebas previas comprobamos que esto aumentaba la cantidad y calidad del ADN extraído. 
La modificación consistía en calentar las muestras tras añadir la solución C1 del kit a 70ºC durante 10 
minutos y continuar con los pasos del protocolo del kit hasta el final. El volumen final de extracción son 
100 µL. Tras medir la concentración del  ADN (dsDNA) a  280 nm de longitud de onda con un espectrofo-
tómetro modelo Multi-ModeMicroplate Reader Synergy, HT (Biotek Instruments, Inc.) equipado con  una 
placa T a k e 3  M i c r o - V o l u m e P l a t e s ), se realizó bajo cabina de flujo laminar una copia de 50 µL y 50 
µL de ADN de cada muestra para posteriores análisis y se almacenaron a -80 ºC. Antes de pirosecuenciar, 
se comprobó qué concentraciones de ADN estaban por debajo de 10ng/µL en el volumen final de 100 µL 
y se descongeló una copia de 50 µL de todas las muestras para concentrar el ADN. Para esto se preparó 
NaCl a 5M con H
2
O destilada que se autoclavó antes de concentrar el ADN al vacío junto a dos vasos de 
cristal y puntas de 200 µL y de 2 µL para pipetear bajo cabina de flujo laminar. Se añadió 2 µL de NaCl 5M 
a todas las muestras y se vortearon. Luego se añadió 100 µL de etanol frío 100% y se volvió a vortear unas 
3-4 veces, se centrifugaron a 10000g durante 5 minutos y se decantó el líquido que era etanol sobrante. 
El residuo de etanol se quitó con una concentración al vacío hasta que se obtuvieron las muestras secas. 
Por último, bajo cabina de flujo laminar estas muestras se resuspendieron con 10µL de solución tampón 
del kit (TRIS 10mM) y se preservaron en esta solución tampón a -80ºC hasta que fueran enviadas a piro-
secuenciar.
2.4.  Procesado de secuencias.
Las secuencias de ADN recogidas tras el análisis de pirosecuenciación con el 454 Roche FLX+ Titanium 
fueron procesadas con herramientas informáticas. Para empezar, debido a la gran cantidad y tamaño de 
datos generados por la técnica de pirosecuenciación y a los errores que se pueden haber generado tras este 
tipo de análisis, se necesitan programas informáticos que reduzcan estos errores y ayuden a limpiar, agru-
par, clasificar las secuencias antes de ser utilizadas para determinar la composición y la α y β diversidad 
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bacteriana de la muestras de lombrices. La herramienta informática que se utilizó para llevar a cabo este 
trabajo fue el programa MOTHUR (Schsloss, et al., 2009).
Primero, se intentó reducir los errores de las secuencias generadas por el pirosecuenciador 454 Roche 
GS FLX Titanium+ y luego se continuó con la limpieza y análisis de composición y diversidad en sus distin-
tos niveles (taxonómico y filogenético; con medidas cuantitativas y cualitativas).
Se extrajeron con el comando sffinfo los datos en crudo del archivo sff (con un tamaño de ~2.906.335 
KB) que había sido generado por el pirosecuenciador y se obtuvieron los “flowgrams”. A partir de este co-
mando, se generaron carpetas .qual, .flow y .fasta. Cada “flowgram” necesita ser separado de acuerdo con 
la combinación de cebador y etiqueta, para asignar las secuencias a las muestras. Además, para controlar 
la calidad de las secuencias, se necesitaron descartar algunas secuencias cortas para que las secuencias 
totales tuvieran un mínimo de longitud y pudieran ser procesadas posteriormente. Por estos dos motivos, 
se realizó un trim.flows y un trim.seqs permitiendo un error de 2 para las secuencias del cebador (pdi-
ffs=2) y 1 para las secuencias de la etiqueta (bdiffs=1). Con el trim.flows se extrajo la carpeta flow.files que 
fue utilizada por el comando shhh.flows que se utilizó para eliminar el ruido (de-noise) de las secuencias 
originales y generar archivos: .group, .fasta y .names más limpios. El archivo .fasta nos proporcionaron 
información de todas las secuencias que tenemos en cada muestra, el .names información del nombre de 
secuencias representativas para cada muestra, conteniendo dos columnas; una columna con la secuencia 
representativa, y otra con las representadas para  de todas las muestras y el .groups nos informó de las 
etiquetas utilizadas en todas las muestras, es decir, nos relaciona las secuencias con muestras específi-
cas. Una vez generados estos archivos, lo siguiente fue aplicar un trim.seqs teniendo en cuenta que el error 
que cometíamos era del 1 para secuencias de las etiquetas y teniendo en cuenta que la longitud mínima 
de las secuencias era de 200bp para poder ser posteriormente procesadas. Las secuencias más cortas 
de 200bp fueron descartadas por este comando y se consiguió limpiar estas secuencias de los archivos 
.groups, .names y .fasta. Además, con el trim.seqs se consiguen separar las secuencias por muestra y se 
generan los mismos archivos .names, .fasta y .groups para cada muestra.
El siguiente paso después de la reducción del error fue el procesado de las secuencias. Antes de alinear 
las secuencias, se necesitó reducir el nº de secuencias obtenidas en el paso anterior para agilizar los aná-
lisis computacionales. Las secuencias se redujeron a secuencias únicas con el comando unique.seqs. Des-
pués de este paso, se realizó el alineamiento de las secuencias con la base de datos SILVA que identifica 
el ADN de bacterias con secuencias de bacterias conocidas. Esta base de datos se encuentra asociada al 
programa MOTHUR (Schloss, et al., 2009).
Para estar seguros de que todas las secuencias se superponían en el mismo espacio de alineamiento 
se eliminaron las secuencias que se encontraban fuera del rango deseado y para ello se utilizó el comando 
screen.seqs. Con este comando de se indicó donde tenían que acabar cada secuencia y se optimizó el co-
mienzo de las mismas, seleccionando una posición de comienzo tal que el 95% de las secuencias comien-
cen antes de esa posición. Debido a que todas las secuencias de cada muestra terminaban en el mismo 
punto, se utilizó este punto de corte (end= 13125). Este punto de corte de 13125 bp es el punto donde todas 
las secuencias tenían al menos 275bp. Luego, se realizó un filtrado con filter.seqs de las secuencias para 
que todas las secuencias coincidiesen en la misma región, y eliminar columnas sin datos. Se volvió a uti-
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lizar el comando unique.seqs para reducir de nuevo el alineamiento a secuencias únicas. Posteriormente, 
se realizó una agrupación de los datos con las secuencias únicas generadas anteriormente. Se utilizó el 
comando precluster utilizando los archivos .groups y .names para obtener archivos agrupados según las 
muestras.
Posteriormente se quitaron las quimeras, que son secuencias artificiales creadas por error con el coman-
do chimera.uchime. Para realizar esto se utilizó el método chimera.uchime, utilizando las propias secuen-
cias de las muestras como referencia. Con el comando remove.seqs, se descartaron estas secuencias identi-
ficadas como quimeras. Más tarde, se utilizó el comando classify.seqs para clasificar las secuencias que eran 
de bacterias y descartar posibles contaminantes debidos a la presencia de mitocondrias o cloroplastos en 
las muestras. A pesar de que se considera que las mitocondrias y cloroplastos fueron bacterias, ahora mis-
mo son orgánulos por lo que hay que eliminarlos de las muestras originales. Primero, utilizamos la base de 
datos de referencia de secuencias RDP asociada al programa MOTHUR (Schsloss, et al., 2009), que utilizó, 
a su vez, el método de agrupación taxonómica nearest-neighbor asociado por defecto a la base de datos. 
Luego, con el comando remove.linage se quitaron las secuencias que eran mitocondrias y/o cloroplastos. 
A continuación, se prepararon las entradas para los análisis taxonómicos de los datos en OTUs. Los OTUs 
son unidades taxonómicas operacionales con las que se trabajó en lugar de trabajar a nivel taxonómico 
de Filo de bacteria. Para definir los OTUs primero se generó una matriz de distancias con el comando dist.
seqs a un cuttof=0,15. Según este cuttof se descartaron las distancias mayores de 0,15 y posteriormente 
con el comando cluster se agruparon estas secuencias en OTUs. Se utilizó el método nearest-neigbor para 
realizar esta agrupación. Este método se basa en que las secuencias dentro de cada OTUs deben estar en 
su mayoría a una distancia (X%) de la secuencia más similar en el OTU. Esta agrupación se realizó a un 97% 
de similaridad, es decir, se agruparon las secuencias a nivel de género. Posteriormente, se realizó un make.
shared que muestra el número de veces que se encuentra un OTU en cada muestra y generó carpetas con 
tablas de abundancias de OTUs para realizar posteriores análisis de composición y diversidad (α y β). Este 
comando utilizó la opción label=0.03 para que solo se tuvieran en cuenta los OTUs agrupados a una dis-
tancia de 0.03 entre las muestras. Además, se usó la opción groups para definir los grupos que se querían 
incluir en el análisis. 
Posteriormente, se utilizó el comando sub.sample y se rarefaccionaron las secuencias de datos para es-
tandarizar todas las muestras a un mismo nº de OTUs. Así, se pudieron estandarizar las comparaciones y 
análisis de datos a partir de los OTUs seleccionados calculando la composición y diversidad basándonos en 
el mismo nº mínimo de OTUs para todas las muestras. 
A continuación, se clasificaron los OTUs en bacterias con el comando classify a la misma distancia de 
0.03 entre OTUs y se pudo asignar a cada OTU su identidad taxonómica correspondiente a distinto nivel 
taxonómico (desde Filo a  Género de bacteria).
2.5. Análisis de datos.
Una vez tenemos las muestras procesadas y hemos clasificado los OTUs a nivel taxonómico, se realizaron 




Para comenzar se realizó un análisis de composición de las muestras asociadas a lombrices de tierra. 
Para comprobar la existencia de bacterias comunes a diferentes tipos de muestras de lombrices de tierra 
aplicamos  el comando venn que realiza diagramas de Venn con el programa MOTHUR (Schsloss, et al., 
2009). Se utilizaron las matrices de datos rarefaccionados y se visualizó el diagrama utilizando el progra-
ma Inkscape. Así, se observaron y luego se clasificaron los OTUs comunes en Filos de Bacterias que se 
encuentran en los diferentes tipos de muestras asociadas a lombrices de tierra. Además, se realizaron 
diagramas de barras para observar la composición bacteriana de cada tipo de muestras con el programa 
QIIME  (Kuczynski et al., 2011) y en otros casos con el mismo programa MOTHUR (Schsloss, et al., 2009).
Después del análisis de composición, se realizó un análisis de diversidad  basándonos en estos dos ni-
veles distintos: taxonómico (basándonos en matrices de distancia entre OTUs (agrupaciones taxonómicas 
operacionales)) y filogenético (en terminos de su distancias filogenéticas/evolutivas, utilizando un árbol 
filogenético) (Martin et al., 2002, Lemos, et al., 2011). Para realizar estos análisis se siguieron los pasos 
del apartado de análisis basado en OTUs y análisis basado en árboles filogenéticos asociado al programa 
MOTHUR (Schloss et al., 2009). May (1990) y Vane-Wright (1991) y Williams et al., (1991, 1994) usaron 
diferentes aproximaciones y métodos basados en los árboles filogenéticos. La información en diversidad 
taxonómica puede ser deducida por la suma de ramas dentro del árbol taxonómico, como en medidas 
filogenéticas de diversidad de Faith’s (1992, 1994). 
Para observar los cambios de diversidad de Filos de bacterias en las distintas muestras de las lombrices 
de tierra se analizó la diversidad a dos niveles distintos: la α-diversidad y la β-diversidad dentro de cada 
tipo análisis realizado: taxonómicos y filogenéticos. 
Estos dos tipos de diversidad (α- y β-) se analizaron tanto con medidas cualitativas como con medidas 
cuantitativas (Lozupone et al., 2007) a los distintos niveles ya comentados anteriormente: taxonómicos 
y filogenéticos. Las medidas cuantitativas son medidas que tienen en cuenta la abundancia de cada bac-
teria dentro de una comunidad para comparar la estructura de esta comunidad bacteriana determinada y 
las medidas cualitativas se basan en la presencia /ausencia de cada bacteria para comparar la composición 
de esta comunidad.
Dentro del análisis de α-diversidad, se utilizaron los índices de riqueza Chao y Sobs y por otro lado, 
los índices de diversidad  Simpson y Shannon-Wiener. (Magurran et al., 2004). El índice Chao según Ma-
gurran et al. (2004) es un índice que es un estimador no paramétrico en el sentido estadístico y para su 
cálculo se requieren datos de presencia y ausencia. El índice Sobs según el protocolo 454 SOP de MOTHUR 
(Schloss et al., 2009) es una medida del número de OTUs observados en nuestras muestras. El índice de 
Shannon-Wiener según Magurran et al. (2004) es un índice de heterogeneidad que combina medidas de 
riqueza y de uniformidad (como de igual se reparten las especies dentro de una comunidad). La uniformi-
dad es como de constante es la distribución de las especies en la comunidad; que es una medida del valor 
de importancia de cada especie). De esta forma, el índice contempla la cantidad de especies presentes en 
el área de estudio (riqueza de especies), y la cantidad relativa de individuos de cada una de esas especies 
(abundancia). Los valores de este índice se obtienen desde datos empíricos y se encuentran entre 1.5 y 3.5 
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y raramente sobrepasan el 4 (Núñez, 1991). El índice de Simpson (D) según Magurran et al., (2004) es una 
buena estima de diversidad para muestras pequeñas. También conocido como el índice de la diversidad 
de las especies o índice de dominancia y uniformidad. Es un índice que enfatiza en la abundancia de las 
especies más comunes y  se refiere a como de dominantes son las especies o de uniformes dentro de una 
determinada comunidad. El índice de Simpson representa la probabilidad de que dos individuos, dentro 
de un hábitat y seleccionados al azar, pertenezcan a la misma especie. Este índice es el más conocido de 
dominancia y nos informa de la probabilidad de que dos individuos aleatoriamente de una comunidad 
traigan las mismas especies. Como esta medida es de dominancia y enfatiza en la abundancia, como 
opuesto a la riqueza, no hablamos estrictamente de medida de uniformidad. Estos índices se calcularon 
con herramientas informáticas adecuadas siguiendo el protocolo 454 SOP de MOTHUR (Schloss et al., 
2009) usando la opción calc=coverage-sobs-chao-ace-shannon-npshannon-simpson y rarefaccionando 
las muestras para ser analizadas estadísticamente más adelante.
Para realizar el análisis de riqueza dentro de la α-diversidad se realizó una curva de coleccionista que 
nos informaba de cómo de bien hemos muestreado nuestras muestras, midiendo cómo cambia el número 
de OTUs observados en función del número de secuencias totales observadas de las muestras. Según la 
forma de la curva de coleccionista determinamos si el esfuerzo de muestreo (el porcentaje de secuencias 
muestreadas) fue suficiente para decidir si la riqueza mínima de la composición bacteriana en las mues-
tras asociadas a lombrices fue suficiente o estuvo mal muestreada. Esta curva es una curva acumulada 
de OTUs en función del número de secuencias totales por lo tanto, la forma debe ser hiperbólica donde se 
llega un nº de OTUs umbral de las muestras que quiere decir que no existen nuevos OTUs observados en 
las muestras. Para realizar esta curva de coleccionista se usó el comando collect.single utilizando la op-
ción calc=sobs donde se calculó la riqueza de OTUs observados por secuencias totales encontradas en las 
muestras con el índice de Sobs dentro de cada tipo de muestra asociada a las lombrices de tierra según los 
distintos capítulos de la tesis. Además, un control adicional de cómo hemos muestreado es el estudio de 
la cobertura de las secuencias. El valor de cobertura, tomado como referencia de un esfuerzo de muestreo 
suficiente, es el valor por encima del 97% (Schloss et al., 2009). 
Dentro de la α-diversidad filogenética se analizaron los datos con herramientas informáticas sobre ma-
trices de distancia y se aplicó el comando clearcut  asociado a MOTHUR sobre estas matrices de distancia 
para generar un árbol filogenético (Schloss et al., 2009).  Luego, se utilizó el comando  phylo.diversity con 
el archivo  final.phylip.tree generado con el clearcut y utilizando rarefacción para obtener el archivo final.
philyp.1.phylodiv.rarefaction con el que se calculó las diferencias significativas entre OTUs de bacterias 
distribuidos en los árboles filogenéticos.
Dentro de la β-diversidad taxonómica se utilizaron los coeficientes basados en medidas cuantitativas 
(el coeficiente Bray-Curtis) y otros coeficientes basados en medidas cualitativas (coeficientes de Jaccard) 
(Chao et al., 2005). Estos se  calcularon a partir de matrices de distancias creadas con el comando dist.sha-
red. Y dentro de la β-diversidad filogenética se utilizaron los coeficientes basados en matrices de distancia 
a partir de árboles filogenéticos de la α-diversidad, medidas de distancia Unifrac (Weigthed y Unweig-
thed) (Lozoupone et al., 2011).
Dentro de la β-diversidad (taxonómica y filogenética), se visualizaron estas distintas matrices de dis-
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tancia con un análisis multivariante de coordenadas principales (PCoA) que es una medida de cómo se dis-
tribuyen los datos en 2 dimensiones, es decir, sobre dos ejes de coordenadas principales: eje 1 y eje 2 donde 
cada componente o eje explica un % de varianza total entre las muestras. Tras este análisis PCoA se ob-
servó cómo se distribuyen las abundancias de OTUs y la presencia de OTUs a lo largo de los dos ejes. Estas 
análisis se hicieron tanto a nivel taxonómico como filogenético con índices cuantitativos (taxonómicos: 
Bray-Curtis y filogenéticos: weighted Unifrac) y cualitativos (taxonómicos: Jaccard y filogenéticos: unwei-
ghted Unifrac) y se determinó, más tarde, si estos OTUs característicos basados en análisis de estructu-
ra (medidas cuantitativas) y composición (cualitativas) dentro de la β-diversidad eran estadísticamente 
significativos y se correlacionaban con los dos ejes 1 y 2 moviendo las muestras asociadas a lombrices de 
tierra a un lado u otro de los ejes. Para conocer qué abundancia relativa de OTUs y/o presencia de OTUs 
tenían un peso más importante en la distribución de los datos por PCoA, primero se clasificaron los OTUs 
con el archivo final.an.0.03.cons.taxonomy y posteriormente, se realizó un análisis de correlación con el 
comando corr.axes de MOTHUR (Schloss et al., 2009). Se generaron archivos final.an.0.03.subsample.
spearman.corr con tablas de abundancias de OTUs rarefaccionadas a 1178 para  cada nivel de β-diversidad 
analizado (taxonómico y filogenético) y a su vez, sobre los distintos tipos de medidas analizadas (cuanti-
tativas y cualitativas). Este análisis de correlación nos permite conocer la responsabilidad que tiene cada 
OTU clasificado a nivel de Filo de Bacteria en la distribución de las muestras a lo largo de los ejes (1 y 2) 
del análisis de coordenadas principales (PCoA) y por lo tanto, mueven las muestras a un lado u otro de los 
ejes. El resultado es una matriz de datos donde para cada OTU tenemos la ρ de Spearman (coeficiente 
de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs con un P-valor que es signi-
ficativo (<0.05), tienen un peso importante dentro cada eje donde se encuentran distribuidos y según la 
ρ de Spearman (coeficiente de correlación) asociado a estos Filos de bacterias, tendremos que  qué OTUs 
clasificados en Filo de bacterias se distribuyen más hacia la derecha (valores positivos) o izquierda del eje 
1 (valores negativos) o  hacia arriba (valores positivos) o abajo (valores negativos) del eje 2. Así, podemos 
relacionar qué Filo de bacterias separan más las muestras de lombrices de tierra por su correlación nega-
tiva o positiva con estos ejes. Posteriormente, se realizó análisis estadístico AMOVA de los datos de PCoA 
que se desarrollaran más adelante.
2.6. Eliminación de los errores derivados de la pirosecuenciación 
para análisis de diversidad microbiana y bioinformática: Impor-
tancia de la biosfera rara en el análisis de diversidad bacteriana 
asociada a lombrices de tierra.
Debido a que las técnicas de última generación (Next Generation Sequencing) generan una gran cantidad 
de datos, se comete un % de error determinado con estas técnicas. Este % de error lo debemos tener en 
cuenta a la hora de analizar la diversidad microbiana de las muestras y concretamente, de identificar la 
biosfera rara que se encuentra en ellas, ya que esta biosfera rara es importante en nuestro estudio. Estos 
errores cometidos y su compromiso con la determinación de la biosfera rara de las muestras de lombrices 
será decisivo para llevar a cabo este estudio.
Para entender la importancia de estos errores, se realizará una breve revisión de cómo se evalúa la diver-
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sidad bacteriana a partir de datos de secuenciación obtenidos por pirosecuenciación. La estima de la diver-
sidad se realiza en base al número de diferentes clases en un medio (riqueza) y la distribución relativa de 
los elementos individuales entre estas clases (equidad) (Nubel et al., 1999). Se evalúa  de manera general, 
basándose en cuatro aproximaciones: 1) Las amplificaciones de PCR del gen ARNr16S por metagenómica. 
2) las bibliotecas de genes del 16S. 3) la secuenciación de clones seleccionados aleatoriamente y 4) los aná-
lisis filogenéticos. La riqueza y equidad de una comunidad son cualitativamente estimados basándonos 
en clones únicos y sus frecuencias relativas (Rani et al., 2008). Sin embargo, la validez de los análisis de 
diversidad microbiana con metagenómica depende de la obtención de ácidos nucleicos representativos de 
una comunidad microbiana entera.
La calidad y cantidad del ADN metagenómico influye en la estructura de la comunidad microbiana 
(Chandler et al., 1998). Los pasos para llegar a obtener las secuencias de ADN como son: la incompleta lisis 
celular, la adsorción de ADN por las matrices inertes, la coextracción de inhibidores enzimáticos, y la de-
gradación del ADN son varios pasos en el procedimiento de extracción que puede influir en la estima de di-
versidad microbiana (Stach et al., 2001) como bien hemos comentado en los límites de la metagenómica. 
Además, los pasos de amplificación del ADN por PCR puede introducir sesgos en los datos de diversidad 
que se tendrán en cuenta para los análisis de diversidad de comunidades microbianas por pirosecuencia-
ción 454 del gen ARNr 16S. Para corregir estos errores o sesgos en los análisis de diversidad y filogenia de 
las secuencias a partir del gen ARNr16S se utilizan herramientas informáticas que nos permitan acceder 
de la manera más fiel a la diversidad de comunidades microbianas asociadas a lombrices. 
Una vez que tenemos en cuenta estas limitaciones en el análisis de diversidad bacteriana con las téc-
nicas utilizadas de pirosecuenciación del gen  ARNr 16S, nos centraremos en los errores más importantes 
que influyen posteriormente en la identificación de la biosfera rara y se hablará de cómo reducir estos 
errores para mejorar este análisis de diversidad comunidades bacterianas secuenciadas.
Para empezar, la elección del cebador para realizar la amplificación del ADN extraído de las muestras, 
el gen ARNr 16S, es una fuente importante de sesgo en sí mismo. Los cebadores para PCR del gen ARNr 
16S  son considerados primers universales pero este concepto no es del todo cierto, ya que deberían ser 
complementarios a todas las secuencias generadas con este gen 16S. Sin embargo, es obvio que muchas 
secuencias en las bases de datos se desvían a las regiones conservadas de este gen que están registradas 
ya para identificarlas, usando un cebador estándar que puede no capturar todas las secuencias del gen 16S 
existentes por rutas independientes a la PCR (Schloss y Handelsman, 2004).  Para conseguir reconocer 
todas las secuencias, teniendo en cuenta las desviaciones a las secuencias conservadas del gen en la base 
de datos, se modifica el cebador con posiciones degenerativas. De esta manera los cebadores son capaces 
de abarcar un amplio rango de secuencias 16S (Baker y Cowan, 2004). Sin embargo las posiciones elegidas 
para ser modificadas y degeneradas no son suficientes para reconocer todas las secuencias del gen ARNr 
16S. Además, todos los cebadores utilizados para obtener las secuencias de genes  ARNr 16S están basa-
dos en datos obtenidos a partir de bacterias cultivables. Puede haber un sesgo en el reconocimiento de las 
secuencias 16S por PCR hacia las secuencias que son similares a las especies de bacterias ya conocidas y la 
divergencia del gen en el medio podría no ser amplificada. Para superar estas dificultades de seleccionar 
un cebador para la extensión de la cadena de ADN por PCR, Isenbarger et al. (2008) ha propuesto que los 
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cebadores más cortos de 10 nucleótidos llamados mini cebadores, sean usados para identificar más diver-
gencias de las secuencias del gen 16S de muestras ambientales. Se utilizó una enzima llamada S-Tbr que 
dio mejores resultados que la Taq ADN Polimerasa, ya que es más específica, descartando las regiones no 
especificas del cebador. Como los cebadores son más cortos, es más fácil poder marcar más divergencias 
de las secuencias del gen 16S, y así amplificar en mayor proporción secuencias nuevas que son pobremente 
emparejados con las secuencias de las bases de datos existentes.
Otro problema derivado de la amplificación por PCR del ADN del gen ARNr 16S es la formación de qui-
meras (Payne et al., 2005). Para esto, se utilizan herramientas informáticas que incluyen programas que 
quitan quimeras como por ejemplo CHECK_CHIMERA asociada a la base de datos RDP, y ha sido utilizada 
para predecir posibles quimeras formadas durante la PCR. Sin embargo si el ADN de las muestras es com-
plejo, y es usado como diana, o ADN diana para ser analizado, no se puede predecir con exactitud todas las 
quimeras posibles que puedan aparecer durante la PCR o si los organismos poseen estructuras en mosaico 
del gen 16S. La determinación de la estructura en mosaico natural del gen 16S en ved de posibles quimeras 
puede llevarnos a cometer errores que podrían afectar a la estima de la estructura de una comunidad.  A 
pesar de todos estos posibles errores, los métodos informáticos son los más apropiados para resolver 
estos problemas de quimeras y llevar a cabo los análisis de diversidad, composición y estructura de las 
comunidades bacterianas de las muestras de lombrices.
La pirosecuenciación contiene muchas secuencias artificiales creadas por acumulación de errores llama-
das ruido (Quince, et al., 2009), artefactos (Gómez-Alvarez, et al., 2009) o “arrugas” (Kuvin, et al., 2010).
Las “arrugas” son errores que se producen por lecturas anómalas de baja calidad que se encuentran en 
las secuencias en bruto antes de ser procesadas por herramientas informáticas y pueden llevar a no iden-
tificar correctamente la biosfera rara. Estos errores durante la pirosecuenciación podrían inflar los datos 
de secuencias desconocidas que podrían formar parte de la biosfera rara, y por esto nos importa este tipo 
de error en nuestro estudio. La sobreestima de biosfera rara es un problema ya que se falsea la diversidad 
microbiana existente en las muestras ambientales. Para corregir este tipo de error se necesita un filtrado 
de las secuencias por herramientas informáticas, algunos programas o plataformas que se dedican a redu-
cir el error de pirosecuenciación y después procesar los datos son QIIME (Kuczynski et al., 2011) y MOTHUR 
(Schloss et al., 2009). Para eliminar esta sobreestima debemos aplicar el filtrado desde las secuencias 
recién salidas del pirosecuenciador, es decir, a parir de las secuencias en crudo. Esto conlleva cometer un % 
de error que debemos tener en cuenta durante este paso, ya que el filtrado no es total. El error puede estar 
en relación a la etiqueta o el cebador y en la longitud de corte de las lecturas más cortas. A la hora de co-
rregir esto, se puede cometer un error mucho más bajo que con las técnicas de secuenciación convencional 
de Sanger, y así tenemos el 90% de las lecturas en nuestras muestras (Huse et al., 2007).
El primer error que podemos cometer es en la reducción del error de las secuencias en crudo. En la 
unión de las secuencias a las etiquetas o cebadores se comete un error por nucleótido. Aparecen lecturas 
similares de alta longitud y baja calidad que tendrán que ser eliminadas aplicando un “recorte/poda” con 
herramientas informáticas. Aplicando el comando trim.flow y trim.seqs del programa MOTHUR (Schloss et 
al., 2009) se consiguen eliminar estas lecturas comparando por un lado, con los cebadores, y por otro con 
las etiquetas. El error que cometemos en este paso puede ser del 3 al 0.1%. Después de filtrarse la longitud 
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de secuencias a una longitud  uniforme de 244bp, ya tenemos las secuencias base para realizar compara-
ciones entre ellas, a lo que le sigue un procesado de las secuencias con los programas informáticos. Estas 
secuencias se comparan con las del gen 16S y se determina el error que cometemos de nuevo. Este error 
es minimizado aplicando los comandos anteriormente comentados de MOTHUR (Schloss et al., 2009) y ya 
podemos trabajar con estas secuencias, siendo más fieles a la realidad de las secuencias de las muestras. 
Los datos minoritarios y de abundancia pequeña que podrían ser identificados como especies de bacterias 
nuevas (formando parte de la biosfera rara) y estamos descartando pensando que son quimeras u otro 
tipo de errores derivados de las técnicas utilizadas son mínimos gracias a la corrección de errores realizada 
con MOTHUR (Schloss et al., 2009).
El segundo error que debemos tener en cuenta es el de las lecturas y el valor umbral elegido para las 
agrupaciones de las secuencias durante el procesado de las mismas. Las secuencias se alinean y agrupan 
según un valor umbral que va desde 100% (corresponde a las secuencias únicas) hasta el 90% (secuencias 
que difieren en un 10% al OTU único que las agrupa).
Las lecturas sin filtros dan una estima de la diversidad de dos órdenes de magnitud más alto que la 
diversidad real existente en las muestras y se acumulan estas lecturas de mayor longitud a los dos ex-
tremos 3’ y 5 ‘de las secuencias primers. A pesar de la mejora de la longitud de los fragmentos de lectura 
con las técnicas de pirosecuenciación existe una dificultad para secuenciar ciertas secuencias debido a 
factores como estructuras secundarias y regiones homopoliméricas que también se llama artefactos o 
acumulación de productos de error en forma de inserciones o delecciones. La pirosecuenciación de largos 
homopolímeros frecuentemente resulta en secuencias de errores en forma de inserciones y delecciones 
(Quinlan, A.R., et al., 2008) y son errores que debemos tener en cuenta después en la estima de la di-
versidad bacteriana. Los cálculos erróneos de homopolímeros son los errores más típicos cometidos en 
pirosecuenciación (Margulies et al., 2005 y Huse et al., 2007). Para eliminar estos errores se utiliza el 
comando filter.seqs y un porterior unique.seqs  de MOTHUR (Schloss et al., 2009) para realizar la posterior 
agrupación de secuencias.
Si asumiéramos que no hay error durante la pirosecuenciación el nº teórico de agrupaciones se corres-
pondería al actual número de filotipos de las muestras)
El propósito de agrupar a distinto nivel (desde 100-90%) es dejar las secuencias error agrupadas en 
OTUs donde podemos identificarlas. Si realizamos una agrupación al 100% estamos considerando solo 
secuencias únicas y muchos OTUs pueden ser falsos debido a los errores ya comentados anteriormente. 
El resultado es que puedes tener OTUs en abundancia cuando en realidad son minoritarios y esto puede 
influir principalmente en la identificación de biosfera rara. Por este motivo, este nivel de agrupación no se 
toma como umbral y se determina que el nivel más idóneo para agrupar secuencias después de eliminar 
los errores de filtrado es del 97% (Stackebrandt y Goebel, 1994). Esto quiere decir, que si usamos un 97% 
de umbral en la agrupación, las secuencias agrupadas difieren el 3% dentro de secuencias únicas de los 
OTUs. En la práctica, aunque apliquemos este umbral de 97% siempre cometeremos un error debido a la 
eliminación de lecturas anómalas que están sin determinar.
En conclusión, para mejorar los análisis de pirosecuenciación y obtener un análisis de la diversidad bac-
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teriana fiel a la realidad, lo más recomendable es cometer un error en el filtrado (trimming) de las se-
cuencias de baja calidad al 0.02% y realizar una agrupación utilizando el umbral de agrupación de OTUs 
al 97%. Con esto, podemos evitar la eliminación más radical de la biosfera rara que podría estar en los 
OTUs desconocidos y más anómalos de baja abundancia. Aplicando estas recomendaciones, se obtiene 
un análisis de pirosecuenciación más preciso y más sensibles a perfiles de diversidad microbiana, por lo 
tanto, el resultado es un mejor análisis de diversidad, estructura y composición bacteriana de las muestras 
asociadas a lombrices de tierra.
Afortunadamente, se ha creado nuevas herramientas informáticas que se han dedicado a identificar 
y corregir todos estos errores (Sundquist et al., 2007) tan bien como el ensamblaje (Chaisson y Pevzner, 
2008) para evitar los problemas de ADN de baja calidad debido a errores generados por la pirosecuencia-
ción y PCR que junto a los programas QIIME (Kuczynski et al., 2011) y MOTHUR (Schloss et al., 2009) nos 
ayudan a realizar un análisis de diversidad y composición más fiel a la realidad.
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Las lombrices de tierra son los invertebrados que presentan la mayor biomasa animal edáfica en la mayoría de 
ecosistemas templados terrestres (Edwards y Bohlen, 1996) y pueden procesar enormes cantidades de suelo 
en su tracto intestinal (Lavelle et al., 1997). Este inmenso trabajo influye de forma muy significativa en las 
propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo y otorga a estos organismos un papel crucial en la modifi-
cación de la estructura del suelo, y en la aceleración de la descomposición de la materia orgánica y del recicla-
do de nutrientes a través de sus relaciones con la comunidad microbiana del suelo (Domínguez et al., 2009). 
Las lombrices interaccionan con los microorganismos durante la descomposición de la materia orgánica en 
dos fases. La fase activa sucede en los procesos asociados al paso de materia orgánica en descomposición 
a través de sus intestinos (PAIs) (efectos directos de las lombrices de tierra) que incluyen todas las modi-
ficaciones que los microorganismos y la materia orgánica en descomposición sufren durante ese tránsito 
(Domínguez et al., 2010). Estas modificaciones incluyen los procesos intrínsecos de digestión y asimilación, 
la homogeneización del sustrato ingerido y la reducción del tamaño de partícula tras el paso por la molle-
ja, incrementando así la superficie disponible para el ataque microbiano; incluyen también la producción de 
moco y sustancias excretadas como la urea y el amonio, que constituyen una fuente de nutrientes fácilmente 
asimilables para los microorganismos (Lavelle et al., 1995). En la fase de maduración, donde los microor-
ganismos son los principales descomponedores de la materia orgánica y las lombrices de tierra pasan a un 
segundo plano afectando indirectamente a estos cambios bacterianos, se dan los procesos de envejecimiento 
y mezclado de materiales modificados por las lombrices (deyecciones) con otros sustratos orgánicos no mo-
dificados por ellas, también favorecen los cambios de biomasa microbiana en el producto final de estos pro-
cesos de maduración, el vermicompost, a lo largo del tiempo (Parthasarathi y Ranganathan, 2000). Además, 
estas interacciones se basan básicamente en procesos de competencia, mutualismo, depredación, dispersión 
y facilitación, y en todas ellas existe una modificación de los microorganismos por los procesos asociados al 
intestino de las lombrices de tierra.
Todas estas modificaciones que la materia orgánica en descomposición y los microorganismos sufren du-
rante el tránsito a través del intestino de las lombrices pueden variar en función de distintos factores: el tipo 
de sustrato ingerido y del grupo microbiano considerado, así como de la categoría ecológica de lombriz y de la 
parte del intestino analizada (McLean et al., 2006). 
Los estiércoles animales (estiércol de vaca, cerdo y caballo) difieren en su composición microbiana (Lores 
et al., 2006; Knapp et al., 2009; Gómez-Brandón et al., 2012; Romain Marti et al., 2010; Hidetoshi et al., 2010; 
Chuzhao Lin et al., 1997; Castro, et al., 2005) y por lo tanto, cabe esperar que los cambios en composición y 
diversidad microbianas tras su paso por los intestinos de estas lombrices de tierra estén influenciados por la 
distinta composición inicial como se ha mostrado en otros estudios realizados con lombrices de tierra (Egert 
et al., 2004, Knapp et al., 2009, Nechitaylo et al., 2010, Gómez-Brandón et al., 2011, 2012). Los estiércoles de 
vaca, caballo y cerdo presentan diferentes Filos de bacterias y/o diferentes abundancias en Filos comunes. 
Así, los estiércoles de vaca están caracterizados por bacterias del grupo Gram-negativas (52.4%) (en las que 
se incluyen las Proteobacteria mayoritariamente), Bacteroidetes (38.1%) y no clasificadas (Unclassified) (2.4%) 
(Tajima et al., 1999). En los estiércoles de vaca y cerdo la biomasa de los grupos de bacterias Gram-positivas 
es mayor que la de Gram-negativas y lo mismo pasa en los estiércoles de caballo, aunque en estiércoles de 
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caballo existe un pequeño aumento de biomasa de Gram-positivas que influye en la composición y diver-
sidad bacteriana final tras el procesado por las lombrices de tierra (Gómez-Brandón et al., 2011). Además, 
se ha encontrado que en el estiércol de cerdo hay bacterias del Filo Firmicutes (de la Clase Clostridia, Gé-
nero Clostridium (15% secuencias) y otros géneros como Bacillus, Streptococcus (20% de las secuencias)), 
seguido de los Filos Proteobacteria y Bacteroidetes (20% de las secuencias) (Castro et al., 2005). Además, 
Romain Marti et al. (2010) encuentran que los estiércoles de cerdo tienen como bacterias abundantes 
más características las del género Prevotella del Filo Bacteroidetes, y los géneros Eubacterium, Bacillus, 
Streptoccocus, Lactobacillus y Bifidobacterium y Familia Clostrodiaceae del Filo Firmicutes. Por otro lado, 
Simpson et al. (2004) muestra que en los estiércoles de caballo las bacterias más abundantes son las que 
pertenecen a los Filos Bacteroidetes, Fusobacteria y Firmicutes que incluye los géneros Bifidobacterium, 
Clostridium, Peptococcus y Ruminococcus, y en menor abundancia el Filo Verrucomicrobia. Además, estos 
estudios se apoyan con otros más actuales de Hidetoshi et al. (2010) que también analiza la composición 
de estiércoles de caballo donde encuentra que las bacterias de la clase Lactobacillus dentro del Filo Firmi-
cutes son las más abundantes. Las bacterias constituyen la fracción más grande de la microbiota de los es-
tiércoles ganaderos (Garrett, 1981). Estudios más recientes que analizan las bacterias del tracto intestinal 
de animales domésticos muestran que la composición microbiana de los tractos intestinales de animales 
como vacas, cerdos y otros animales domésticos se compone de un 60-90% de bacterias, un 3-30% de 
eucariotas, y un 0.5-3% de arqueas, podemos considerar que las bacterias siguen constituyendo la frac-
ción dominante de los microorganismos encontrados en estiércoles de animales domésticos (Chuzhao et 
al., 1996). Además, en condiciones aerobias hongos y bacterias actúan conjuntamente en el proceso de 
descomposición, mientras que en ambientes de anaerobiosis, como los intestinos de las lombrices, las 
bacterias son responsables de casi todos los cambios producidos en el sustrato (Alexander, 1980).
Los microorganismos y el efecto del ambiente en las comunidades microbianas intestinales han sido 
extensamente estudiados con métodos clásicos de microbiología y existe una gran cantidad de estudios 
acerca de microorganismos cultivables a partir de ambientes asociados a las lombrices de tierra (intesti-
nos, galerías y deyecciones) (Schönholzer et al., 2002; Furlong et al., 2002). En general  en todos estos 
estudios, la abundancia de bacterias del sustrato ingerido aumenta durante y tras el tránsito a través del 
intestino (Parle, 1963; Márialigeti, 1979; Krištufek et al., 1992; Pedersen y Hendriksen, 1993; Fischer et al., 
1995; Karsten y Drake, 1995,1997; Wolters y Scheu, 1999; Ihseen et al., 2003; Sampedro y Whalen, 2007). 
Tales aumentos podrían deberse al incremento de las poblaciones microbianas tras el paso por el intestino 
de la lombriz, bien debido a que el alimento seleccionado por la lombriz constituye un sustrato más rico 
para el desarrollo microbiano, o bien porque la fragmentación de la materia orgánica en la molleja incre-
menta la superficie disponible para el ataque microbiano (Dkhar y Mishra, 1986; Tiwari y Mishra, 1993). 
Aunque muchos trabajos han mostrado un aumento en la abundancia de bacterias, existen otros estudios 
en los que no se han registrado cambios (Aira et al., 2009; Monroy et al., 2009) o bien se ha observado una 
reducción (Krištufek et al., 1994; Clegg et al., 1995; Aira et al., 2009).
La aparición de las técnicas moleculares relacionadas con el ADN, ha permitido determinar con más 
detalle y resolución la composición y diversidad bacteriana del intestino de las lombrices de tierra y cómo 
la dieta afecta a la composición, formación y/o distribución de las bacterias intestinales. Además, se ha 
podido profundizar sobre el papel de las lombrices de tierra y los microorganismos durante la descomposi-
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ción de la materia orgánica y reciclado de nutrientes como ocurre en otros estudios con diferentes modelos 
animales (Schmitt S. et al. 2011 y Roeselers et al., 2011). El intestino de las lombrices de tierra muestra una 
serie de características que pueden estar modulando los cambios de composición y diversidad bacteriana. 
Estas características son una baja concentración de O
2
, alto contenido en agua, elevada concentración de 
nutrientes inorgánicos y orgánicos, y una permanente influencia del huésped en los mecanismos químicos 
y mecánicos (Brown, 1995; Drake y Horn, 2007; Ihssen et al., 2003). Los estudios sobre el microbioma in-
testinal de las lombrices de tierra, se centran en los anaerobios fermentativos, una serie de microorganis-
mos que son dos órdenes de magnitud más abundantes en el intestino de las lombrices de tierra que en el 
suelo (Krasten y Drake 1995, 1997; Ihssen et al. 2003; Horn et al.2003). Esto sugiere que las lombrices son 
capaces de seleccionar qué especies de microorganismos van a poder proliferar en su intestino y cuáles 
no. Parte de este proceso de selección lo determina el propio ambiente intestinal de la lombriz, carente de 
oxígeno (Krasten y Drake, 1995), con pH neutro y aportes de agua y mucus, que activan así el metabolismo 
microbiano intestinal (Drake y Horn, 2007). El cambio de un ambiente aerobio como el suelo a un ambiente 
anaerobio parece el responsable de este cambio de microflora, donde predominan bacterias anaerobias, 
facultativas o estrictas. Estos cambios que se dan principalmente en el intestino de las lombrices, pero 
podrían también derivarse en las deyecciones de las mismas, ya que las deyecciones son el producto final 
de la digestión de materia orgánica y microorganismos tras su paso por el intestino de las lombrices.
Gracias a los trabajos que estudian con diferentes técnicas moleculares los cambios de composición y 
diversidad (alfa y beta) a distintos niveles (taxonómicos y filogenéticos) de las comunidades bacterianas 
dentro y tras el paso por los intestinos de lombrices de tierra (deyecciones) (Egert et al., 2004, Knapp et 
al., 2009, Nechitaylo et al., 2010) podemos observar qué bacterias concretas son modificadas en compo-
sición (presencia) y estructura (abundancia) en las deyecciones de lombrices de tierra por el efecto filtro 
de éstas durante los procesos de descomposición de la materia orgánica. Egert et al. (2004) encontraron 
diferencias en los perfiles de bacterias analizadas con TRFLP, diferencias claramente asociadas al tipo 
de dieta, aunque no encontraron una microbiota intestinal específica de L. terrestris. De manera similar 
Knapp et al. (2009) que analiza la diversidad y composición bacteriana de la lombriz epigea L. rubellus 
con PCR-DGGE y clonado y secuenciado gen  ARN r 16S encuentra que la composición de bacterias (a nivel 
taxonómico) difiere en función de la dieta (estiércol de vaca, y hojarasca de herbáceas o de arbustos) y 
que las bacterias más abundantes entre las dietas en los contenidos intestinales y deyecciones de esta 
lombriz son: dentro del Filo Proteobacteria la clase Gammaproteobacteria sobre todo las Enterobacteria 
que pertenecen a la Familia Enterobacteroidetes, seguido de los Filos de Firmicutes, Actinobacteria y Bac-
teroidetes. Le siguen los Filos de Verrucomicrobia, y entre algunas dietas encontramos Actinobacteria y 
Planctomycetes y unos pocos filotipos que se corresponden a los Filos TM7 y bacterias sin clasificar (Un-
classified). El trabajo de Nechitaylo et al. (2010) estudia los cambios de diversidad bacteriana debidos a 
lombrices de tierra anécica (L. terrestris) y endogea (A. caliginosa) en suelo, intestino y deyecciones de las 
mismas con técnicas de polimorfismo de conformación de cadena simple (SSCP) a partir del gen  ARNr 
16S y fluorescencia por hibridación in situ (FISH). Las bacterias comunes a las dietas que se encuentran 
en suelo, intestino y deyecciones de las dos lombrices con la técnica de SSCP son: del Filo Proteobacteria 
(clases: Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria y Deltaproteobacteria), junto a 
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes y Firmicutes, y se da una reducción de GammaProteobac-
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teria (Pseudomonas) en las deyecciones de estas lombrices. Con la técnica FISH se visualizaron algunas 
bacterias que predominaban en suelos y deyecciones como los Filos de Bacteroidetes, y las clases de Al-
phaProteobacteria y BetaProteobacteria dentro del Filo Proteobacteria, aunque hay un ligero aumento de 
Bacteroidetes en deyecciones de las mismas respecto al suelo, pero sin diferencias estadísticas entre las 
muestras de suelo y deyecciones. Por lo tanto, la dieta de suelo está influenciando la composición del 
microbioma intestinal de estas lombrices. 
Por otro lado, algunos trabajos previos de nuestro grupo (Lores et al., 2006, Gómez-Brandón et al., 
2011) muestran que la estructura de las comunidades microbianas, tanto del vermicompost como de las 
deyecciones de las lombrices de tierra (medidas con perfiles de fosfolípidos (PLFAs) son más similares 
entre sí que con respecto al material del que se alimentan. Por lo tanto, aunque el nivel de resolución 
analítico no es apropiado, estos resultados apuntan a la existencia de un microbioma intestinal básico in-
dependiente de la dieta. Además, de esta disminución de diferencias, existe una disminución significativa 
de la biomasa microbiana sobre todo en bacterias Gram-positivas, lo que podría afectar a las comunidades 
microbianas.  Así, y de modo general, se sabe que a pesar de que la dieta puede ser un factor determinante 
en la composición de las bacterias intestinales en diferentes especies animales (Gordon et al., 2008 y 2011; 
Engel et al., 2012; Chandler et al., 2011) incluyendo entre ellos las lombrices de tierra (Egert et al., 2004, 
Knapp et al., 2009, Nechitaylo et al., 2010; Gómez-Brandón et al., 2011, 2012), hay bacterias que aparecen 
en los intestinos de diferentes especies de animales independientemente del tipo de alimentación que 
tengan (Schmitt et al. 2011; Roeselerset al., 2011). 
En los estudios de Gordon et al. (2008) se muestra que la dieta (herbívora, carnívora y omnívora) modi-
fica la β-diversidad bacteriana de diferentes grupos de mamíferos (primates no humanos y pandas, entre 
otros). Estos distintos Filos de bacterias cuyos cambios de diversidad dependen de la dieta y aparecen 
en abundancia en las deyecciones de estos animales pertenecen a los Filos: Proteobacteria, Actinobacte-
ria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Spirochaeta, TM7, Cloroflexi, entre otros menos abundantes. Engel et 
al. (2012) también encuentra en los intestinos de las abejas de la miel diferentes Filos de bacterias que 
dependen de la dieta y en especial encuentra unas bacterias específicas en la abeja Apis mellifera. Las 
abejas comparten unas bacterias según su comportamiento eusocial que está relacionado con el tipo de 
alimentación que tienen estas abejas. Este tipo de alimentación se determina con un análisis funcional 
complementario de las proteínas (pectinas) relacionadas con la rotura de polen de una dieta herbívo-
ra en las abejas. En los perfiles de ADN del gen ARNr 16S de bacterias intestinales de estas abejas se 
encuentran que las bacterias dominantes de estas abejas de la miel que dependen de la dieta son los 
Filos: Proteobacteria (α, β y g), Lactobacillus (Filo Firmicutes) y Bifidobacterium (Filo Actinobacteria). Tam-
bién, según Chandler et al. (2011), en las moscas Drosophila se encuentran diferencias significativas en la 
β-diversidad bacteriana debido a la dieta analizada a nivel filogenético con medidas Unifrac (Weigthed y 
Unweigthed) que forman el microbioma intestinal de las moscas. Los filotipos que son influidos por las 
dietas y son representados en árboles filogenéticos son: Enterobacterias y Acetobacter (que pertenecen al 
Filo Proteobacteria) y las Lactobacillales (que pertenecen al Filo Firmicutes). Finalmente, en los estudios 
con lombrices de Egert et al. (2004) se encuentran OTUs de bacterias sin clasificar también en función de 
la dieta de suelo que recibe la lombriz L. terrestris y en los estudios de Knapp et al. (2009) se encuentran 
filotipos dominantes en todas las deyecciones y contenido intestinal de L. rubellus debido a la dieta: estas 
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son las Gammaproteobacteria (que pertenecen al Filo de Proteobacteria) dentro de las Enterobacterias que 
pertenecen a la Familia Enterobacteroidetes. 
En definitiva, nos encontramos con que las comunidades microbianas de los intestinos de las lombrices 
de tierra están muy poco estudiadas por técnicas moleculares, y por lo tanto, no se conoce con detalle cuál 
es su estructura y su diversidad, qué factores determinan su formación y su transferencia, cómo cambian 
una vez son expulsadas del intestino en las deyecciones y las implicaciones de todos estos factores en la 
descomposición de la materia orgánica y el ciclado de nutrientes. Debido a que el objetivo de este trabajo 
es estudiar si la dieta es un factor determinante en la formación del microbioma intestinal de las lom-
brices de tierra utilizaremos como modelo la lombriz de tierra Eisenia andrei, a la que se alimentará con 
diferentes estiércoles animales (vaca, cerdo y caballo). Esta especie está clasificada como epigea y vive 
en el horizonte orgánico, en o cerca de la superficie del suelo, alimentándose principalmente de materia 
orgánica en descomposición (restos vegetales, heces de animales, etc.) y por lo tanto son idóneas para 
descomponer los estiércoles ganaderos. Suelen ser especies de pequeño tamaño, pigmentadas y con altas 
tasas metabólicas y reproductivas que les permiten adaptarse a las condiciones ambientales tan variables 
de la superficie del suelo. Producen deyecciones holorgánicas y presentan una tasa alta de consumo, di-
gestión y asimilación de la materia orgánica, por lo que juegan un papel clave como transformadoras del 
mantillo. Estudiaremos por tanto los cambios en composición y diversidad (µ y β), a nivel taxonómico y 
filogenético, basándonos en dos medidas (cuantitativas y cualitativas) de las comunidades bacterianas 
intestinales de esta lombriz de tierra alimentada con tres dietas. Y luego, se estudia la posible existencia 
de un grupo de bacterias intestinales comunes a las tres dietas que formarán parte del microbioma intes-
tinal básico de la lombriz E. andrei. 
1.2. Material. 
1.2.1. Lombrices de tierra y sustratos utilizados.
La especie de lombriz de tierra utilizada fue la lombriz epigea Eisenia andrei. Esta lombriz se recogió de 
los cultivos montados en la Facultad de Biología de la Universidad de Vigo donde se mantienen bajo las 
mismas condiciones de temperatura (20ºC) y diferentes dietas (estiércol de cerdo, vaca y caballo). Los es-
tiércoles de vaca y caballo fueron recogidos en granjas de Zamáns (Vigo, Pontevedra). El estiércol de cerdo 
se recogió en una explotación agropecuaria de Tomiño (Pontevedra). Los tres estiércoles (vaca, caballo y 
cerdo) se congelaron a -20 ºC, para evitar posibles contaminaciones debidas a la presencia de capullos y 
lombrices en los mismos. Tras 2 días, se descongelaron, se homogenizaron y se almacenaron a tempera-
tura ambiente (20ºC) dentro de la zona donde estaban montados los cultivos.
1.2.2. Diseño Experimental.
Se recogieron 10 lombrices adultas de la especie de lombriz E. andrei que vivía en sus cultivos respectivos 
(vaca, caballo y cerdo) y se dispusieron en placas Petri (3 estiércoles x 10 réplicas, N=30). Las placas se 
montaron con ¼ de estiércol y ¾ de vermicompost del cultivo (este vermicompost se obtenía del respecti-
vo cultivo donde se recogían las lombrices) y se almacenaron a 20ºC en la cámara de cultivo. Cada semana 
se le daba de comer a las lombrices sus respectivos estiércoles (vaca, caballo y cerdo) ad libitum. 
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1.2.3. Obtención de muestras: deyecciones de la lombriz E. andrei.
Para obtener las deyecciones, se siguió el protocolo de Gómez-Brandón et al. (2011) con algunas modifica-
ciones. Según este protocolo, tres días después de darles comida se retiraron las lombrices de sus placas y 
se lavaron 3 veces con agua destilada. Se dispuso cada lombriz en una placa Petri estéril con papel de filtro 
humedecido en su base y otro cubriendo la lombriz. Tras 24 horas a 20ºC, se recogieron las deyecciones de 
todas las lombrices con una espátula estéril y se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5 ml. Las lombrices 
se retiraron del papel de filtro y se volvieron a colocar en sus placas con su comida correspondiente (estiér-
col de vaca, caballo y cerdo). Desde la puesta de lombrices en placas Petri con filtros humedecidos hasta 
la recogida de deyecciones tras 24 horas a 20ºC se utilizaron las mismas condiciones de esterilidad dentro 
de la cabina de flujo que vienen detalladas en el capítulo general de la tesis. 
Se transfirieron las deyecciones de cada lombriz a tubos eppendorf de 1,5 ml autoclavados con la espá-
tula dentro de la cabina de flujo laminar y si la lombriz interfería en la recogida de deyección, se utilizaban 
las pinzas para apartarla. Una vez recogidas las deyecciones en los eppendorf correspondientes, se devol-
vieron las lombrices a sus placas Petri con su comida correspondiente (caballo, vaca y cerdo). Esto se rea-
lizaba tras cada recogida de deyecciones para que las lombrices comieran otra vez de sus respectivos es-
tiércoles y se pudiera continuar la recogida de deyecciones hasta alcanzar la cantidad necesaria (0,250 g). 
Finalmente, se almacenaron los tubos eppendorf de 1.5 ml con deyecciones de cada lombriz a -80ºC 
hasta la siguiente recogida de muestra. Este protocolo se repitió 10 veces hasta alcanzar los 0,25g de 
deyecciones. Tras sacar cada vez las muestras de deyecciones del congelador a -80ºC para recoger más 
deyecciones, se tuvo en cuenta que las condiciones de temperatura no cambiaran. Según Cardona et al. 
(2012) se mantuvieron las muestras de deyecciones en hielo para evitar que se descongelaran las mues-
tras y que se degradara el ADN por los cambios de congelación y descongelación. 
Finalmente, se almacenaron las muestras de deyecciones a -80ºC hasta la extracción de ADN.
1.3.  Métodos
1.3.1. Extracción de ADN.
Se realizó la extracción de ADN con el kit de extracción PowerSoil DNA Isolation (Mobio Laboratorios Inc., 
Carlsbad, USA) aplicando las modificaciones del protocolo del lisis del kit y el método de concentración del 
ADN del mismo explicadas en apartados anteriores del material y métodos general. Finalmente, una vez 
extraído el ADN, se almacenaron las muestras a -80ºC.
1.3.2. Pirosecuenciación del ADN.
Tras la extracción de ADN de las muestras, se realizó el siguiente análisis molecular de pirosecuenciación 
con un volumen de 10 µl de ADN concentrado. Todas las muestras con ADN extraído fueron enviadas a 
Brigham Young University (Utah, EEUU) para ser pirosecuenciadas con un pirosecuenciador 454 Roche GS 
FLX+ Titanium. De este se obtienen los datos en archivos sff que son utilizados para posteriores análisis 
bioinformáticos que eliminan los errores de la técnica y se utilizan a su vez, para analizar la diversidad y 
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composición bacteriana de las muestras a niveles distintos (filogenético y taxonómico).
1.3.3. Análisis bioinformático. 
Las secuencias de ADN recogidas tras el análisis de pirosecuenciación con el 454 Roche FLX+ Titanium 
fueron procesadas con herramientas informáticas para posteriores análisis estadísticos de la composición 
y diversidad de bacterias asociadas a las muestras de deyecciones de la lombriz E. andrei que come distin-
tas dieta (estiércol de vaca, caballo y cerdo).
Para empezar, debido a la gran cantidad y tamaño de datos generados por la técnica de pirosecuen-
ciación y a los errores que se pueden haber generado tras este tipo de análisis, se necesitan programas 
informáticos que reduzcan estos errores y ayuden a limpiar, agrupar, clasificar las secuencias antes de ser 
utilizadas para determinar la composición y la a y β diversidad bacteriana de la muestras de la lombriz E. 
andrei. La herramienta informática que se utilizó para llevar a cabo este trabajo fue el programa MOTHUR 
(Schsloss, et al., 2009).
Se redujo el error de las secuencias, se procesaron, agruparon y clasificaron siguiendo los pasos descri-
tos en el material y métodos general hasta el posterior análisis de composición y diversidad.
Para realizar el análisis de composición y diversidad se generaron los OTUs al 97% de similaridad y se 
clasificaron taxonómicamente. A partir de aquí realizamos una descripción de las comunidades bacteria-
nas nivel taxonómico de Filo. Además se realizaron los análisis de composición y diversidad (a y β) tanto 
a nivel filogenético como a nivel taxonómico con medidas cuantitativas y cualitativas de las comunidades 
bacterianas intestinales de la lombriz E. andrei que se alimentaba de distintas dietas (estiércoles de vaca, 
caballo y cerdo) siguiendo el tutorial del programa MOTHUR (Schloss et al., 2009) como bien está detalla-
do en el material y métodos general. Además, se utilizaron las secuencias de los archivos .fasta, .groups y 
.names generados por el comando trim.seqs que contenían todas las secuencias de las deyecciones de la 
lombriz E. andrei alimentadas con cerdo, caballo y vaca para generar una agrupación de estas secuencias 
por dietas de las que se alimentaba la lombriz utilizando el comando merge.files del programa MOTHUR 
(Schloss et al., 2009). Con los archivos generados por este comando de merge.files: casts.names, casts.
fasta y casts.groups se realizaron los posteriores análisis de composición y diversidad bacteriana sobre las 
deyecciones de E. andrei agrupados por dietas de las que se alimentaba (estiércol de vaca, caballo y cerdo).
1.3.4. Análisis estadísticos: 
Para analizar los cambios en la a-diversidad a nivel taxonómico (por OTUs) se aplicó un ANOVA y un test 
a posteriori de HSD Tukey para observar si existen cambios en los índices de riqueza (Chao y Sobs) y di-
versidad (Simpson y Shannon–Wiener) en las comunidades bacterianas de las deyecciones de la lombriz 
E. andrei alimentadas con tres dietas diferentes (estiércoles de caballo, cerdo y vaca). Los cambios en la 
a-diversidad filogenética se analizaron de la misma manera sobre los valores del índice de Faith (1992). 
Para realizar estos análisis se utilizó el programa SPSS (versión 17.0). Además, para realizar el análisis 
de riqueza dentro de la a-diversidad a nivel taxonómico se realizó una curva de coleccionista donde se 
representó el número de OTUs en función del número de secuencias acumuladas. Este análisis se realizó 
con el programa MOTHUR.
74
Para estudiar la β-diversidad taxonómica y filogenética, se generaron matrices de distancias con ín-
dices cuantitativos (Bray-Curtis y weighted Unifrac) y cualitativos (Jaccard y unweighted Unifrac) que se 
utilizaron para visualizar la β-diversidad. Además se realizaron AMOVAs (análisis de varianza molecular) 
con estas matrices para comprobar si la separación entre las muestras observada en los PCoAs es esta-
dísticamente significativa. Estos análisis se realizaron con el programa MOTHUR. Además, tras el análi-
sis de coordenadas principales (PCoAs) que determina las diferencias en la estructura de la comunidad 
bacteriana tras el tránsito de distintas sustratos (estiércol de vaca, caballo y cerdo) a través del intestino 
de la lombriz E. andrei se realizó un análisis de correlación para saber qué OTUs son los responsables del 
movimiento de las muestras de deyecciones E. andrei hacia un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los 
análisis de coordenadas principales (PCoAs). El resultado es una matriz donde para cada OTU tenemos la 
ρ de Spearman (coeficiente de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs 
con valores de p-valor que son significativos (<0.05), tienen un peso importante dentro cada eje, lo que 
indica que muestras con esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la abundancia y/o presencia 
(índices cuantitativos o cualtitativos) de los OTUs.
Dentro de la β-diversidad se realizó también un análisis de composición bacteriana a nivel taxonómico 
para observar si existían cambios en la composición de bacterias debido a diferencias significativas entre 
dietas y se relacionó con el grupo de bacterias de E. andrei que determinaba una composición de bacterias 
independiente de la dieta. Para llevar a cabo este análisis se aplicó una ANOVA y un test a posteriori de 
HSD de Tukey y para realizar estos análisis se utilizó el programa estadístico SPSS (versión 17.0). Se repre-
sentaron los grupos de bacterias comunes en un diagrama de Venn que permitía saber cuántos OTUs eran 
comunes a las dietas para posteriormente calcular las abundancias relativas de los mismos y realizar com-
paraciones con las bacterias de las dietas. Los OTUs clasificados posteriormente en Filo de bacterias de las 
tres dietas y del grupo común de E. andrei se representaron con un diagrama de barras para poder observar 
la composición de Filos de bacterias que eran debidos a la dieta y la que era debida a la lombriz E. andrei.
1.4. Resultados.
1.4.1. Composición de bacterias a nivel taxonómico de Filo en las deyec-
ciones de la lombriz E. andrei alimentada con diferentes estiércoles (vaca, 
caballo y cerdo). Existencia de un grupo común de bacterias intestinales 
independientemente de la dieta.
Como se puede observar en la figura 1, la dieta parece tener un papel muy importante en la formación de 
las comunidades bacterianas intestinales de E. andrei. De hecho, hay varios filos de bacterias, Firmicutes 
(ANOVA F2, 9= 516,76, P< 0,001), Proteobacteria (ANOVA F2,9=22,43 P< 0,001), Verrucomicrobia (ANOVA 
F2,9= 4,94, P=0,036) y Unclassified (ANOVA F2,9=5.67 P=0,030), cuya abundancia depende enormemente 
de la dieta que ingiere la lombriz. Según las comparaciones por pares realizadas con el test a posteriori de 
HSD de Tukey, encontramos que existen diferencias significativas de las abundancias de los Filos de bac-
terias entre las siguientes dietas; Firmicutes son significativamente más abundantes en las muestras de 
la dieta de estiércol de cerdo que en las otras dos dietas (P<0,001 en ambas comparaciones). La abundan-
cia de Proteobacteria es significativamente diferente entre las dietas de caballo y cerdo  (comparación por 
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pares caballo y cerdo, ANOVA P<0,001) y las dietas de cerdo y vaca (comparación por pares cerdo y vaca, 
ANOVA P=0,001); Unclassified son significativamente diferentes entre las dietas de caballo y vaca (com-
paración por pares caballo y vaca, ANOVA P=0,038) de las que se alimenta la lombriz E.andrei (Figura 1).
Para comprobar la existencia de bacterias comunes a diferentes tipos de muestras aplicamos el coman-
do venn para obtener el archivo final.an.merge.0.03.sharedsobs.c-ce-v.svg que se abrirá con el programa 
GIMP y visualizaremos un diagrama de Venn. En este diagrama se pueden observar que hay 56 OTUs que 
aparecen en las deyecciones de la lombriz E. andrei independientemente de la dieta y constituyen el grupo 
de bacterias intestinales común de esta especie de lombriz de tierra (Figura 1). Los OTUs comunes a to-
das las deyecciones de E. andrei fueron clasificados taxonómicamente a nivel de Filo y se muestran en la 
figura 1. Podemos ver que mayoritariamente este núcleo común de bacterias está formado por bacterias 
pertenecientes a los filos Proteobacteria (41%) y Actinobacteria (36%), con contribuciones menores de 
Bacteroidetes (7%), Firmicutes (11%),  Acidobacteria (2%), TM7 (2%) y Chloroflexi (2%). Hay que resaltar que 
la abundancia de varios de estos filos presentes en el núcleo común es mayor en el intestino que en las 
dietas estudiadas (Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes, 
Proteobacteria, TM7).
Figura 1. Composición de bacterias según el paso de tres dietas (estiércol de vaca, caballo y cerdo) por el intestino 
de la lombriz E. andrei y composición bacteriana del grupo común a la lombriz E. andrei. 
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1.4.2. Estima de la a-diversidad de bacterias en las deyecciones de la lom-
briz E. andrei. Curvas de rarefacción, índices de riqueza (Chao y Sobs) y di-
versidad taxonómica (Simpson y Shannon-Wiener) y filogenética (Faith).
La curva de coleccionista nos informa de cómo de bien hemos muestreado nuestras muestras, midiendo 
cómo cambia el número de OTUs en función del número de secuencias. Según la forma de la curva de 
coleccionista determinamos si el esfuerzo de muestreo (el porcentaje de secuencias muestreadas) fue 
Figura 2. Diagrama de Venn sobre matrices de distancia a una distancia 0.03 entre abundancias relativas de OTUs 
agrupados por dietas. La riqueza compartida entre dietas es de 56 OTUs.
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suficiente para decidir si la riqueza mínima de la composición bacteriana en las muestras de deyección de 
lombriz E. andrei según la dieta fue suficiente o estuvo mal muestreada. La curva parabólica es la que nos 
da información de que hemos muestreado bien porque llega a un límite de saturación donde no se pueden 
encontrar más OTUs nuevos aunque se aumente el número de secuencias. Como podemos ver en la Figura 
3, hemos muestreado bastante bien las deyecciones de E. andrei. Además, un control adicional de cómo 
hemos muestreado es el estudio de la cobertura de las secuencias. La cobertura de las muestras está en-
tre 95%-98%. La cobertura de la mayoría de mis muestras estuvo por encima del 97%, valor tomado como 
referencia de un esfuerzo de muestreo suficiente (Schloss et al., 2009). 
A nivel de a-diversidad taxonómica, no se encontraron diferencias significativas ni en la riqueza (Chao, 
ANOVA F
2,9
= 0,64, P= 0,551; Sobs, ANOVA F
2,9 
=0,50, P= 0,621) ni en la diversidad (índice Shannon-Wiener, 
ANOVA F
2,9
=0,65,  P=0,544; índice Simpson, ANOVA F
2,9
=0,78, P=0,486). Tampoco hubo diferencias en la 
diversidad filogenética (Faith, ANOVA, F
2,9
=1,49, P=0,270).
1.4.3. Estudio de la β-diversidad filogenética y taxonómica de las comuni-
dades bacterianas en las deyecciones de la lombriz E. andrei según la dieta 
recibida.
1.4.3.1 Cambios en la β-diversidad taxonómica de las comunidades bacterianas 
de las deyecciones de la lombriz E. andrei alimentada con diferentes dietas. Aná-
Figura 3. Curva de coleccionista de riqueza observada en deyecciones de E.andrei. Nº OTUs observados sobre el 
nº secuencias totales de los OTUs agrupados a a una distancia de 0.03 entre las muestras por el método de nea-
rest-neigbor.
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lisis cuantitativo (Bray-Curtis) y cualitativo (Jaccard). Análisis de los cambios por 
PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre matrices de OTUs y ejes de los PCoA.
Como se puede observar en las figuras 4 (PCoA cuantitativo) y 5 (PCoA cualitativo) las comunidades bac-
terianas de las deyecciones de E. andrei tienen diferente estructura (cuantitativo) y composición (cualita-
tivo). De hecho existen diferencias significativas entre las comunidades bacterias de las deyecciones de E. 
andrei comiendo tres dietas distintas, tanto a nivel cuantitativo (teniendo en cuenta la abundancia de las 
bacterias) (AMOVA, F
2,11 
=6,42, P<0,001) (Figura 4), como a nivel cualitativo (presencia/ausencia de bacte-
rias; AMOVA, F 
2,11 
=2,16, P<0,001) (Figura 5). Además, sobre la AMOVA realizada sobre las abundancias de 
comunidades de bacterias a nivel taxonómico existen diferencias significativas en las pruebas por pares: 
caballo y cerdo, AMOVA, F
1,7
 =14,39, P=0,016; caballo y vaca, AMOVA, F
1,8
=5,18, P=0,005; vaca y cerdo; 
AMOVA, F
1,6 
=5,02, P= 0,028.  Y también, sobre la AMOVA realizada sobre la presencia de bacterias existen 
diferencias significativas en las pruebas por pares: caballo y cerdo, AMOVA, F 
1,7
 =2,26, P= 0,013; caballo y 
vaca, AMOVA, F
1, 8 
=2,31, P= 0,005; vaca y cerdo, F
1,6 
= 1,87, P= 0,030.
Tras el análisis de coordenadas principales que determina las diferencias en la estructura de la comuni-
dad bacteriana tras el tránsito de distintas dietas (estiércol de vaca, caballo y cerdo) a través del intestino 
Figura 4. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cuantitativa de las comunidades bac-
terianas presentes en las deyecciones de la lombriz de tierra E. andrei alimentada con diferentes dietas (estiércoles 
de cerdo, caballo y vaca).
79
Capítulo 1
de la lombriz E. andrei se realizó un análisis de correlación para saber qué  OTUs son los responsables del 
movimiento de las muestras de deyecciones de E. andrei hacia un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los 
análisis de coordenadas principales (PCoAs). Estas análisis se hicieron tanto a nivel taxonómico como filo-
genético con índices cuantitativos (taxonómicos: Bray-Curtis y filogenéticos: weighted Unifrac) y cualitati-
vos (taxonómicos: Jaccard y filogenéticos: unweighted Unifrac). Para realizar este análisis de correlación a 
nivel taxonómico cuantitativo se aplicó el comando corr.axes, que necesita una tabla de OTUs (en nuestro 
caso la tabla rarefaccionada) y los valores de las puntuaciones de cada una de nuestras muestras en cada 
uno de los ejes del PCoA. El resultado es una matriz donde para cada OTU tenemos la ρ de Spearman (coe-
ficiente de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs con valores de p-valor 
que son significativos (<0,05), tienen un peso importante dentro cada eje, lo que indica que muestras con 
esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la abundancia o presencia (cuantitativo y cualitativo 
respectivamente) de los OTUs. Así, según el coeficiente de spearman sea positivo o negativo las muestras 
se distribuirán más hacia la derecha (valores positivos) o izquierda del eje 1 (valores negativos) o  hacia 
arriba (valores positivos) o abajo (valores negativos) del eje 2. Además de cada OTU tenemos su clasifi-
cación taxonómica, lo que nos permite mostrar que Filos  (o Clases, Órdenes, Familias o Géneros) están 
contribuyendo a la separación de las muestras en nuestros PCoAs. Así para el PCoA taxonómico cuantita-
Figura 5. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cualitativa de las comunidades bacte-
rianas presentes en las deyecciones de la lombriz de tierra E. andrei alimentada con diferentes dietas (estiércoles 
de cerdo, caballo y vaca).
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tivo (Bray-Curtis) podemos ver que el eje 1 separa la dieta de estiércol de vaca de las otras dos dietas. Así, 
las muestras se van a separar en el eje 1 debido principalmente a cambios en la abundancia de OTUs que 
pertenecen al filo Proteobacteria (50%), que mayoritariamente presentan correlaciones negativas con este 
eje (Tabla 1). Por tanto, las muestras de la dieta con estiércol de vaca tienen una mayor abundancia de de-
terminados OTUs pertenecientes al filo Proteobacteria que las muestras de las otras dos dietas. En menor 
medida OTUs pertenecientes a los filos Actinobacteria (10%), Verrucomicrobia (5%) y TM7 (10%) (menos 
un OTU con correlación positiva) también muestran correlaciones negativas con este eje, al contrario que 
los OTUs pertenecientes a los filos Bacteroidetes (15%), Firmicutes (5%) y TM7 (10%) (menos un OTU que 
tiene correlación negativa) (Tabla 1). En el eje 2, que separa la dieta de cerdo de las otras dos dietas, las 
muestras se separan principalmente por cambios en la abundancia de OTUs pertenecientes a los filos 
Actinobacteria (23%), (solo la ½ de los OTUs presentan correlación positiva, la otra ½ tienen correlación 
negativa), Bacteroidetes (11%) y Proteobacteria (31%) y TM7 (6%), que correlacionan positivamente con el 
eje 2 (Tabla 3), lo que indica que las dietas de estiércol de caballo y vaca tienen más abundancia de estos 
OTUs que la dieta de cerdo. Por el contrario la mayoría de los OTUs del filo Firmicutes (29%) y la ½ de los 
OTUs de Actinobacteria (23%) correlacionan de forma negativa con el eje 2, indicando un enriquecimiento 
de estos OTUs para las muestras correspondientes a la dieta de estiércol de cerdo (Tabla 2). Hay que des-
tacar que los OTUs que correlacionan de manera significativa son diferentes para cada eje (salvo 3 OTUs 
en Proteobacteria y un OTU en TM7).
Tabla 1. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis).
OTU ρ  de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0128  -0,64  0,025 Actinobacteria
Otu0191  -0,65  0,024 Actinobacteria
Otu0018   0,71  0,010 Bacteroidetes
Otu0024   0,70  0,011 Bacteroidetes
Otu0157   0,59  0.043 Bacteroidetes
Otu0102   0,60  0,041 Firmicutes
Otu0001   0,89  0,000 Proteobacteria
Otu0005   0,58  0,048 Proteobacteria
Otu0007  -0,66  0,018 Proteobacteria
Otu0017  -0,72  0,009 Proteobacteria
Otu0036   0,60  0,041 Proteobacteria
Otu0047  -0,76  0,004 Proteobacteria
Otu0054  -0,60  0,041 Proteobacteria
Otu0076  -0,78  0,003 Proteobacteria
Otu0126  -0,64  0,025 Proteobacteria
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Otu0180  -0,64  0,025 Proteobacteria
Otu0096  -0,65  0,024 TM7
Otu0120   0,60     0,042 TM7
Otu0059  -0,60  0,043 Verrucomicrobia
Otu0441   0,58  0,046 unclassified
Tabla 2. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis).
OTU ρ de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0020   0,76 0,004 Actinobacteria
Otu0021   0,75 0,005 Actinobacteria
Otu0027   0,81 0,001 Actinobacteria
Otu0065   0,60 0,041 Actinobacteria
Otu0077  -0,73 0,007 Actinobacteria
Otu0133  -0,64 0,025 Actinobacteria
Otu0181  -0,65 0,024 Actinobacteria
Otu0019   0,68 0,015 Bacteroidetes
Otu0038   0,67 0,017 Bacteroidetes
Otu0045   0,61 0,036 Bacteroidetes
Otu0088   0,65 0,023 Bacteroidetes
Otu0002   -0,70 0,012 Firmicutes
Otu0008   -0,79 0,003 Firmicutes
Otu0039   0,58 0,047 Firmicutes
Otu0044   -0,80 0,002 Firmicutes
Otu0048   0,75 0,005 Firmicutes
Otu0060   -0,75 0,006 Firmicutes
Otu0075   -0,71 0,010 Firmicutes
Otu0117   -0,65 0,022 Firmicutes
Otu0178   -0,75 0,006 Firmicutes
Otu0001   0,71 0,009 Proteobacteria
Otu0003   0,62 0,031 Proteobacteria
Otu0005   0,68 0,015 Proteobacteria
Otu0006   0,78 0,003 Proteobacteria
82
Otu0010   -0,69 0,013 Proteobacteria
Otu0011   0,73 0,007 Proteobacteria
Otu0016   0,80 0,002 Proteobacteria
Otu0023   0,74 0,005 Proteobacteria
Otu0062   0,67 0,017 Proteobacteria
Otu0220   0,65 0,023 Proteobacteria
Otu0135   0,61 0,036 TM7
Otu0120   0,75 0,005 TM7
Así para el PCoA taxonómico cualitativo (Jaccard) podemos ver que el eje 1 separa la dieta de estiércol de 
vaca de las dietas de caballo y cerdo. Así, las muestras se van a separar en el eje 1 debido principalmente a 
cambios en la presencia de OTUs que no han podido ser asignadas a ningún filo (Unclassified) que mayori-
tariamente presentan correlaciones negativas con este eje (Tabla 3). Por lo tanto, las muestras de deyec-
ciones obtenidas a partir de estiércol de vaca que come E. andrei presentan un OTU del grupo Unclassified 
que no aparece en las otras dietas. La presencia de algunos OTUs del Filo Proteobacteria (5 OTUs de un 
total de 14), Actinobacteria (2 OTUs de un total de 8) y Bacteroidetes (1 OTU de un total de 5) presentan 
correlaciones negativas también lo que indica que las muestras de dieta de vaca tendrían estos OTUs, al 
contrario que las otras dos dietas (Tabla 3). Al contrario, los cambios en la  presencia de OTUs del Filo de 
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes están más correlacionados positivamente con 
el eje 1 que el resto de bacterias, indicando que las muestras de deyecciones de E. andrei comiendo cerdo 
y caballo están más relacionadas con estas bacterias que con la dieta de vaca (Tabla 3), pero en menor 
medida que las bacterias sin clasificar (Unclassified). En el eje 2, se separan las deyecciones de cerdo de 
las dietas de caballo y vaca. La presencia de determinados OTUs, con correlaciones negativas con este eje, 
incluidos en los filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria y Unclassified separan las muestras de 
vaca y caballo de la dieta de cerdo. Por otro lado, la presencia de OTUs pertenecientes al filo Firmicutes 
y algunos OTUs de Actinobacteria (5 OTUs de un total de 12) separan las muestras de cerdo de las de las 
otras dos dietas, debido a que presentan correlaciones positivas con este eje (Tabla 4). Hay que destacar 
que los OTUs que correlacionan de manera significativa son diferentes para cada eje (salvo un OTU  de 
Actinobacteria).
Tabla 3. OTUs de Filos de bacterias que presentan correlaciones significativas es con el eje 1 a nivel taxo-
nómico cualitativo (Jaccard).
OTU ρ de Spearman Valor de P Filo Bacterias
Otu0009    -0.61 0.036 Actinobacteria
Otu0015    0.67 0.017 Actinobacteria
Otu0020    0.59 0.042 Actinobacteria
83
Capítulo 1
Otu0021    0.62 0.031 Actinobacteria
Otu0026   -0.59 0.045 Actinobacteria
Otu0043    0.61 0.037 Actinobacteria
Otu0065    0.74 0.006 Actinobacteria
Otu0079    0.66 0.020 Actinobacteria
Otu0018    0.80 0.002 Bacteroidetes
Otu0019    0.93 0.000 Bacteroidetes
Otu0038    0.66 0.019 Bacteroidetes
Otu0045    0.75 0.005 Bacteroidetes
Otu0069   -0.59 0.042 Bacteroidetes
Otu0048    0.73 0.007 Firmicutes
Otu0001    0.85 0.000 Proteobacteria
Otu0005    0.85 0.000 Proteobacteria
Otu0006    0.60 0.039 Proteobacteria
Otu0010   -0.66 0.019 Proteobacteria
Otu0011    0.87 0.000 Proteobacteria
Otu0016    0.78 0.003 Proteobacteria
Otu0017   -0.70 0.012 Proteobacteria
Otu0030    0.72 0.009 Proteobacteria
Otu0041   -0.66 0.020 Proteobacteria
Otu0047   -0.78 0.003 Proteobacteria
Otu0061    0.62 0.031 Proteobacteria
Otu0062    0.75 0.005 Proteobacteria
Otu0076   -0.78 0.003 Proteobacteria
Otu0080    0.67 0.017 Proteobacteria
Otu0057   -0.59 0.045 unclassified
Tabla 4. OTUs de Filos de bacterias que presentan correlaciones significativas con el eje 2 a nivel taxonó-
mico cualitativo (Jaccard).
+
OTU ρ de Spearman Valor de P Filo Bacterias
Otu0020   -0,61 0,037 Actinobacteria
Otu0027   -0,63 0,026 Actinobacteria
Otu0037   -0,75 0,005 Actinobacteria
Otu0040    0,68 0,014 Actinobacteria
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Otu0051   -0,73 0,007 Actinobacteria
Otu0055   -0,70 0,011 Actinobacteria
Otu0064   -0,77 0,003 Actinobacteria
Otu0077    0,75 0,005 Actinobacteria
Otu0133    0,59 0,043 Actinobacteria
Otu0140   -0,65 0,022 Actinobacteria
Otu0181    0,58 0,046 Actinobacteria
Otu0050    0,66 0,020 Actinobacteria
Otu0060    0,73 0,007 Firmicutes
Otu0075    0,74 0,006 Firmicutes
Otu0115    0,65 0,023 Firmicutes
Otu0175    0,65 0,023 Firmicutes
Otu0178    0,75 0,005 Firmicutes
Otu0033   -0,67 0,017 unclassified
Otu0029   -0,78 0,003 Proteobacteria
Otu0035   -0,58 0,048 Proteobacteria
Otu0067   -0,80 0,002 Proteobacteria
Otu0099   -0,79 0,002 Proteobacteria
1.4.3.2 Cambios en la β-diversidad filogenética de las comunidades bacterianas 
de las deyecciones de la lombriz E. andrei alimentada con diferentes dietas. Aná-
lisis cuantitativo (weighted Unifrac) y cualitativo (unweighted Unifrac). Análisis 
de los cambios por PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre matrices de OTUs 
y ejes de los PCoA.                                                                                                             
Como se puede observar en las figuras 6 (PCoA cuantitativo) y 7 (PCoA cualitativo) cuando se realizan los 
PCoAs teniendo en cuenta la filogenia de las bacterias las diferencias en β-diversidad persisten, tanto a 
nivel cualitativo como a nivel cuantitativo. De hecho, hay diferencias significativas entre las comunidades 
de bacterias de las muestras de deyecciones de E. andrei comiendo tres dietas distintas sobre las abun-
dancias de bacterias (Weigthed) (AMOVA, F 
2,11
=6,46, P<0,001) (Figura 6) y sobre la presencia de bacterias 
(Unweigthed) (AMOVA, F 
2,11
 = 2,21, P <0,001) (Figura 7). Además, sobre la AMOVA realizada sobre las 
abundancias de comunidades de bacterias a nivel filogenético existen diferencias significativas entre las 
abundancias de bacterias de las deyecciones cada dos estiércoles que come la lombriz E.andrei (caballo y 
cerdo, AMOVA F 
1,7
 =12,55, P= 0,015; caballo y vaca, AMOVA F 
1,8
 =4,80, P= 0,015; cerdo y vaca, AMOVA F 
1,6
 = 5,00, P= 0,033). Y también, sobre la AMOVA realizada sobre la presencia de bacterias de las deyeccio-
nes a nivel filogenético existen diferencias significativas entre las deyecciones cada dos estiércoles que 
come la lombriz E. andrei (caballo y cerdo, AMOVA F 
1,7
 =2,19, P= 0,014; caballo y vaca, AMOVA F 
1,8
 =2,34, 
P=0,007; cerdo y vaca, AMOVA F 
1,6
 = 2,05, P= 0,027).
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Figura 6.  Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad filogenética cuantitativa de las comunidades bac-
terianas presentes en las deyecciones de la lombriz de tierra E. andrei alimentada con diferentes dietas (estiércoles 
de cerdo, caballo y vaca).
Figura 7.  Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cualitativa de las comunidades bac-
terianas presentes en las deyecciones de la lombriz de tierra E. andrei alimentada con diferentes dietas (estiércoles 
de cerdo, caballo y vaca).
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Para el análisis PCoA filogenético cuantitativo (distancias Unifrac Weigthed) podemos ver que el eje 1 
separa en mayor o menor medida las muestras correspondientes a las tres dietas. Así, las muestras de 
deyecciones de E. andrei con dieta de estiércol de caballo se van a separar de las otras dos dietas en el 
eje 1 debido principalmente a aumentos en la abundancia de OTUs incluidos en el filo Bacteroidetes (11%) 
y  TM7 (3%) y las abundancias de algunos OTUs de Actinobacteria (29%) (6 OTUs de un total de 10) y las 
abundancias de otros  OTUs de Proteobacteria (29%) (8 OTUs de un total de 10) que presentan correlacio-
nes negativas con este eje (Tabla 5). Por el contrario, aumentos en la abundancia de OTUs pertenecientes 
a los filos Firmicutes (29%) y algunas abundancias de OTUs de Actinobacteria (29%) (4 OTUs de un total 
de 10) separan las muestras de las dietas de vaca y cerdo de las de caballo en este eje (Tabla 5). En el eje 
2, se separan las muestras de las dietas de vaca de las de las otras dos dietas de caballo y cerdo. Esto se 
debe principalmente a aumentos de la abundancia de OTUs pertenecientes al filo Proteobacteria (34%), 
TM7 (6%), Verrucomicrobia (6%). Por el contrario, la mayoría de abundancias de OTUs de Actinobacteria 
(28%), Bacteroidetes (6%), y Firmicutes (19%) se correlacionan negativamente con el eje y son responsa-
bles de la separación de muestras de caballo y cerdo de las de vaca. Hay que destacar que los OTUs que 
correlacionan de manera significativa son diferentes para cada eje (salvo 4 OTUs de Firmicutes y 2 OTUs 
de Actinobacteria) (Tabla 6). 
Tabla 5. Abundancia de OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 a nivel filogenético 
cuantitativo (Distancia Unifrac Weigthed).
OTU ρ de Spearman Valor de P  Filo bacterias
Otu0020   -0,74 0,005 Actinobacteria
Otu0021   -0,74 0,006 Actinobacteria
Otu0027   -0,80 0,002 Actinobacteria
Otu0043   -0,61 0,037 Actinobacteria
Otu0065   -0,66 0,020 Actinobacteria
Otu0072   -0,60 0,039 Actinobacteria
Otu0077     0,73 0,007 Actinobacteria
Otu0133     0,64 0,025 Actinobacteria
Otu0141    0,58 0,047 Actinobacteria
Otu0181    0,65 0,023 Actinobacteria
Otu0019   -0,72 0,008 Bacteroidetes
Otu0038   -0,62 0,033 Bacteroidetes
Otu0045   -0,68 0,014 Bacteroidetes
Otu0088   -0,65 0,024 Bacteroidetes
Otu0002    0,78 0,003 Firmicutes
Otu0008    0,87 0,000 Firmicutes
Otu0039   -0,60 0,041 Firmicutes
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Otu0044    0,84 0,001 Firmicutes
Otu0048   -0,72 0,008 Firmicutes
Otu0060    0,75 0,005 Firmicutes
Otu0075    0,75 0,005 Firmicutes
Otu0117    0,65 0,022 Firmicutes
Otu0160    0,58 0,047 Firmicutes
Otu0178    0,75 0,005 Firmicutes
Otu0001   -0,74 0,006 Proteobacteria
Otu0005   -0,70 0,011 Proteobacteria
Otu0006   -0,78 0,003 Proteobacteria
Otu0010    0,75 0,005 Proteobacteria
Otu0011   -0,71 0,010 Proteobacteria
Otu0016   -0,80 0,002 Proteobacteria
Otu0023   -0,84 0,001 Proteobacteria
Otu0062   -0,72 0,008 Proteobacteria
Otu0220   -0,65 0,024 Proteobacteria
Otu0292    0,58 0,045 Proteobacteria
Otu0120   -0,71 0,010 TM7
Tabla 6. Abundancia de OTUs de Filo de bacterias correlacionadas con el eje 2 a nivel filogenético cuanti-
tativo (Distancias Unifrac Weigthed).
OTU ρ de Spearman Valor de P  Filo bacterias
Otu0034 -0,73 0,006 Actinobacteria
Otu0040 -0,75 0,005 Actinobacteria
Otu0055  0,64 0,026 Actinobacteria
Otu0058 -0,68 0,015 Actinobacteria
Otu0077 -0,76 0,004 Actinobacteria
Otu0128  0,64 0,025 Actinobacteria
Otu0191  0,65 0,023 Actinobacteria
Otu0050 -0,68 0,016 Actinobacteria
Otu0018 -0,66 0,020 Bacteroidetes
Otu0024 -0,80 0,001 Bacteroidetes
Otu0060 -0,75 0,006 Firmicutes
Otu0075 -0,60 0,040 Firmicutes
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Otu0115 -0,65 0,024 Firmicutes
Otu0160 -0,60 0,049 Firmicutes
Otu0175 -0,65 0,024 Firmicutes
Otu0178 -0,75 0,007 Firmicutes
Otu0004  0,59 0,043 Proteobacteria
Otu0007  0,91 0,000 Proteobacteria
Otu0017  0,72 0,009 Proteobacteria
Otu0029  0,58 0,046 Proteobacteria
Otu0032  0,73 0,006 Proteobacteria
Otu0047  0,76 0,004 Proteobacteria
Otu0054  0,72 0,000 Proteobacteria
Otu0076  0,78 0,003 Proteobacteria
Otu0099  0,64 0,026 Proteobacteria
Otu0126  0,64 0,025 Proteobacteria
Otu0180  0,64 0,025 Proteobacteria
Otu0096  0,65 0,023 TM7
Otu0118  0,59 0,045 TM7
Otu0059  0,59 0,043 Verrucomicrobia
Otu0091  0,61 0,030 Verrucomicrobia
Para el análisis PCoA filogenético cualitativo (distancias Unifrac Unweigthed) podemos ver que el eje 1 
separa la dieta de estiércol de vaca de las otras dos dietas. Así, la presencia de OTUs del grupo de bacterias 
sin clasificar (Unclassified), Actinobacteria (8 OTUs de un total de 7), Proteobacteria (8 OTUs de un total de 
17) y TM7 (un OTU de un total de 2) presentan correlaciones negativas con el eje y separan las muestras de 
una dieta de vaca de las de cerdo y caballo. Por el contrario, los cambios en presencia de los OTUs de Filos 
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria (9 OTUs de un total de 17) y un OTU de TM7, presentan correla-
ciones positivas con el eje  y separan las muestras de cerdo y caballo de las de vaca (Tabla 7). En el eje 2, se 
separan las muestras de cerdo de las otras dietas que  come E. andrei por la presencia  mayoritariamente 
de OTUs del filo Firmicutes (8 OTUs de un total de 11) que separa estas muestras sobre el lado negativo 
del eje 2. Su presencia enriquece las muestras de cerdo en este eje. Por el contrario, la mayoría de OTUs 
presentes de los filos Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria se correlacionan positivamente con el 
eje 2 y separan las muestras de vaca y caballo de las de cerdo en este eje (Tabla 8). Hay que destacar que 
algunos OTUs que correlacionan de manera significativa son iguales para los dos ejes (8 OTUs de Proteo-
bacteria, 2 OTUs de Actinobacteria, 3 OTUs de Bacteroidetes, un OTU de Firmicutes) (Tabla 9). 
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Tabla 7. Presencia de OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA filogenética 
cualitativa (distancias Unifrac Unweigthed). 
OTU ρ de Spearman Valor de P  Filo bacterias
Otu0009   -0,61 0,034 Actinobacteria
Otu0026   -0,73 0,007 Actinobacteria
Otu0028   -0,61 0,034 Actinobacteria
Otu0043    0,66 0,019 Actinobacteria
Otu0065    0,72 0,008 Actinobacteria
Otu0408   -0,65 0,024 Actinobacteria
Otu0468   -0,65 0,024 Actinobacteria
Otu0018    0,84 0,000 Bacteroidetes
Otu0019    0,92 0,000 Bacteroidetes
Otu0038    0,60 0,040 Bacteroidetes
Otu0045    0,75 0,005 Bacteroidetes
Otu0069   -0,76 0,004 Bacteroidetes
Otu0088    0,58 0,046 Bacteroidetes
Otu0048    0,63 0,027 Firmicutes
Otu0001    0,83 0,001 Proteobacteria
Otu0005    0,81 0,001 Proteobacteria
Otu0010   -0,76 0,004 Proteobacteria
Otu0011    0,85 0,000 Proteobacteria
Otu0016    0,79 0,002 Proteobacteria
Otu0017   -0,66 0,020 Proteobacteria
Otu0023    0,64 0,024 Proteobacteria
Otu0030    0,70 0,012 Proteobacteria
Otu0041   -0,82 0,001 Proteobacteria
Otu0047   -0,82 0,001 Proteobacteria
Otu0062    0,73 0,007 Proteobacteria
Otu0076   -0,84 0,001 Proteobacteria
Otu0080    0,60 0,041 Proteobacteria
Otu0137   -0,64 0,025 Proteobacteria
Otu0172   -0,65 0,024 Proteobacteria
Otu0220    0,58 0,047 Proteobacteria
Otu0118   -0,75 0,006 TM7
Otu0120    0,66 0,020 TM7
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Otu0226   -0,65 0,022 unclassified
Otu0057   -0,76 0,004 unclassified
Otu0111   -0,69 0,012 unclassified
Tabla 8. Presencia de OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA filogenética 
cualitativa (distancias Unifrac Unweigthed).
OTU ρ de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0015    0,64 0,024 Actinobacteria
Otu0020    0,86 0,000 Actinobacteria
Otu0021    0,78 0,003 Actinobacteria
Otu0027    0,82 0,001 Actinobacteria
Otu0037    0,66 0,020 Actinobacteria
Otu0043    0,62 0,030 Actinobacteria
Otu0064    0,81 0,001 Actinobacteria
Otu0065    0,83 0,001 Actinobacteria
Otu0077   -0,75 0,005 Actinobacteria
Otu0079    0,66 0,020 Actinobacteria
Otu0133   -0,59 0,043 Actinobacteria
Otu0181   -0,58 0,050 Actinobacteria
Otu0019    0,77 0,003 Bacteroidetes
Otu0038    0,68 0,015 Bacteroidetes
Otu0045    0,83 0,001 Bacteroidetes
Otu0002   -0,69 0,013 Firmicutes
Otu0008   -0,84 0,001 Firmicutes
Otu0039    0,66 0,020 Firmicutes
Otu0044   -0,70 0,011 Firmicutes
Otu0048    0,84 0,001 Firmicutes
Otu0060   -0,73 0,007 Firmicutes
Otu0075   -0,81 0,001 Firmicutes
Otu0115   -0,65 0,024 Firmicutes
Otu0175   -0,65 0,024 Firmicutes
Otu0178   -0,75 0,007 Firmicutes
Otu0251    0,64 0,025 Firmicutes
Otu0004    0,62 0,030 Proteobacteria
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Otu0005    0,69 0,013 Proteobacteria
Otu0006    0,64 0,024 Proteobacteria
Otu0010   -0,80 0,002 Proteobacteria
Otu0011    0,73 0,006 Proteobacteria
Otu0014    0,70 0,011 Proteobacteria
Otu0016    0,82 0,001 Proteobacteria
Otu0023    0,83 0,001 Proteobacteria
Otu0035    0,61 0,033 Proteobacteria
Otu0041   -0,61 0,037 Proteobacteria
Otu0062    0,60 0,041 Proteobacteria
Otu0067    0,58 0,048 Proteobacteria
Otu0080    0,75 0,005 Proteobacteria
Otu0094    0,65 0,022 Proteobacteria
Otu0166    0,65 0,023 Proteobacteria
1.5. Discusión
Efecto de la dieta en la composición de bacterias intestinales de E. andrei. Diferencias en la composición 
de bacterias debido a la dieta de estiércoles (vaca, cerdo y caballo) que come E. andrei. Existencia de un 
grupo común de bacterias en las deyecciones de esta especie de lombriz E. andrei, independientemente 
de la dieta.
En este trabajo hemos encontrado que la dieta juega un papel determinante en la formación del mi-
crobioma intestinal de la lombriz de tierra E. andrei, como se ha descrito previamente para otras especies 
de lombrices de tierra (Egert et al., 2004, Knapp et al., 2009, Nechitaylo et al., 2010, Gómez-Brandón et 
al., 2011, 2012) aunque a menor nivel de resolución, y otras especies de animales (Gordon 2008; Engel 
et al., 2012; Chandler et al., 2011). Una razón posible de este efecto de la dieta es la gran diferencia en la 
composición bacteriana de los diferentes estiércoles animales (Lores et al., 2006, Knapp et al., 2009, Gó-
mez-Brandón et al., 2012, Chuzhao Lin et al., 1997, Tajima et al., 1999, Castro et al., 2005, Romain Marti et 
al., 2010, Hidetoshi et al., 2010). Por un lado, hemos observado que hay efecto de la dieta en la abundancia 
de Firmicutes (vaca (1,95%), caballo (1,4%) y cerdo (57%)). Las bacterias Firmicutes están relacionadas con 
posibles marcadores de contaminación ambiental como se observa en los estudios de Romain Marti et 
al. (2010) donde los géneros más destacados como marcadores de contaminación ambiental dentro del 
Filo Firmicutes son: Bacillus, Enterococcus y Clostridium. Esto ocurre de manera similar en los resultados 
obtenidos, donde se encuentra que en las deyecciones de E. andrei que come estiércol de cerdo existe una 
abundancia de la del género Clostridium  y otros géneros sin clasificar dentro de la clase Clostridia y del 
género Anaerobacter y Planococcus dentro de la Clase Bacilli que pertenecen al Filo de bacterias Firmicutes. 
El efecto del estiércol de cerdo en los cambios de abundancia de Firmicutes durante y tras el paso por el 
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intestino de E. andrei,  favorecería la localización de estas bacterias que estarían relacionadas con pató-
genos ambientales derivados del cerdo. Su localización puede ayudar a resolver problemas ambientales 
derivados de la aplicación directa del estiércol de cerdo a suelos agrícolas como enmienda orgánica. Otras 
funciones de las bacterias del Filo Firmicutes pueden estar relacionadas con la fijación de nitrógeno, como 
el género Clostridium, por lo tanto, el paso de los estiércoles de cerdo por los intestinos de E. andrei podría 
facilitar la aparición de estos géneros dentro del Filo Firmicutes en el microbioma intestinal de E. andrei, 
ya que existe muy baja abundancia en los otros dos estiércoles (caballo y vaca). Aunque los intestinos de 
las lombrices son una fuente de liberación de N
2, 
la implicación de este género de bacteria Clostridium en la 
fijación de nitrógeno atmosférico durante el paso del estiércol ganadero de cerdo por los intestinos de la 
especie de lombriz E. andrei, podría ayudar a un reciclado de nutrientes más eficaz debido al mayor aporte 
de estas bacterias con la dieta de cerdo al intestino de la lombriz. Esto pone de manifiesto el papel de las 
lombrices en la más eficaz descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes.
Por otro lado, también hemos observado que existe efecto de la dieta en la abundancia de Proteobac-
teria, que son más abundantes en vaca (76%) y caballo (83%) que en cerdo (32,6%). El filo Proteobacteria 
incluye muchas de las bacterias responsables de la fijación del nitrógeno donde aparecen algunas a-Pro-
teobacteria que son el género Bosea y otros géneros sin clasificar dentro del orden Rhizobiales que gene-
ralmente están asociadas a la fijación de nitrógeno. Por otro lado, tenemos unas bacterias sin clasificar 
dentro del género Roseomonas que  pertenecen a la Familia Acetobacteraceae, orden Rhodospirillales y 
otras sin clasificar dentro del mismo orden que pueden desarrollar otras funciones más relacionadas con 
patógenos ambientales en el intestino de E. andrei. Otras bacterias clasificadas como β-Proteobacteria 
pertenecen a los géneros sin clasificar dentro del orden Burkholderiales, pertenecientes a la Familia Co-
mamonadaceae y otras de Familia sin clasificar tienen más relación con infecciones debido a que son pa-
tógenos ambientales y otras más que se desconocen tanto a nivel de género como de orden. Dentro de las 
bacterias clasificadas como c-Proteobacteria tenemos varios géneros que aparecen más relacionados con 
los intestinos de E. andrei alimentadas de la dieta de vaca y caballo. Encontramos géneros como Legionella 
dentro del orden Legionellales que están más relacionadas con patógenos ambientales, otras sin clasificar 
dentro del orden Pseudomodales de la Familia Pseudomodaceae y aunque se desconocen sus funciones ya 
que no están clasificadas a nivel de género, al pertenecer a la misma Familia Pseudomodaceae que Pseu-
domonas podrían estar relacionadas con infecciones, pero también con la desnitrificación en ambientes 
anaerobios como puede ser el intestino de las lombrices. Las Pseudomonas pueden disponer de un amplio 
rango de sustratos para crecer, por lo que puede mantenerse en las condiciones del intestino donde existe 
a alta humedad, alto contenido de carbono orgánico y nitrógeno totales y bajo O2. Además, las bacterias 
del género Pseudoxanthomonas que está relacionada con la degradación de productos BTEX (benzeno, 
tolueno, etilbenzeno, yo-, m-, y p-xyleno) más relacionados con contaminación ambiental y otras sin clasi-
ficar dentro del orden Xanthomonadales. Las bacterias del género Arenimonas que pertenecen a la Familia 
Xanthomonadaceae dentro del orden Xanthomonadales también pueden estar relacionadas con esta de-
gradación de productos BTEX. Y por último el género Luteolibacter que pertenecen a la Familia Verrucomi-
crobiaceae que se conocen por ser importantes en el medio ambiente, pero se desconocen sus funciones. 
Además, aparecen otras bacterias desconocidas sin clasificar a nivel de género de la Familia Phyllobacte-
ridaceae cuyas funciones se desconocen en las dietas de vaca y caballo donde se encuentran asociadas.
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Estos cambios en abundancia de del Filo Proteobacteria debido a la dieta de caballo y vaca, más que 
cerdo puede modificar el microbioma intestinal de E. andrei y esta diferente composición del microbioma 
intestinal de E. andrei beneficia a la lombriz porque puede hacer frente a los cambios ambientales mejor 
que otras lombrices que no son alimentadas con estas dietas. Es decir, los cambios de abundancia de Pro-
teobacteria debido a la dieta de caballo y vaca en el microbioma intestinal de E. andrei aportará distintas 
bacterias al intestino de estas lombrices que la dieta de cerdo no, y en  el caso de algunos géneros como 
Roseomonas, Legionella, los sin clasificar del orden Burkholderiales pertenecientes a la Familia Comamo-
nadaceae y Pseudoxanthomonas están relacionadas con patógenos ambientales y otras de géneros sin 
clasificar dentro del orden Rhizobiales y el género Bosea están involucrados en la fijación de nitrógeno, 
para llevar a cabo más eficazmente la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes 
junto a las lombrices de tierra E. andrei. Un cambio de dieta en la lombriz, a una dieta de vaca y caballo 
favorecerá estos cambios de abundancia en el Filo Proteobacteria y permitirá el desarrollo de nuevas capa-
cidades para las lombrices durante la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes. Sin 
dejar de lado, el papel de las lombrices que permitirá, debido a que estas bacterias toleran las condiciones 
del intestino mejor que otras bacterias, la permanencia de estas bacterias en las deyecciones de la lombriz 
tras el paso de la dieta de vaca y caballo por el intestino de E. andrei, y todo a su vez, seguirá implicado en 
la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes llevada a cabo por las lombrices y sus 
bacterias intestinales. 
Y por último, también hay efecto de la dieta en la composición de bacterias sin clasificar “Unclassified”. 
Además, encontramos que existen diferencias significativas en las abundancias de bacterias sin clasificar 
(“Unclassified”) entre las dietas de caballo (0,3%) y vaca (2,8%). A pesar de que hay bacterias sin clasificar 
en las deyecciones de la lombriz, todos los componentes del grupo común están identificados. La presen-
cia de un porcentaje variable de bacterias sin clasificar sugiere que hay una diversidad todavía por describir 
en los tres estiércoles ganaderos.
Finalmente, además de las diferencias en composición encontradas en las bacterias intestinales de 
E. andrei debidas a la distinta dieta, existe un grupo de bacterias comunes en todas las deyecciones de 
la lombriz independientemente de la dieta. Por lo tanto, pensamos que estas bacterias están formando 
un microbioma intestinal básico en esta especie de lombriz. Debido a que las lombrices epigeas pueden 
reducir y aumentar la biomasa microbiana directamente por la alimentación selectiva que tienen sobre 
bacterias y hongos (Schönholzer et al., 1999), los grupos de bacterias comunes del microbioma básico de 
E. andrei se ven modificados aumentando o reduciendo los distintos Filos de bacterias que lo forman con 
respecto a su abundancia en las tres dietas. Así aumentan, con respecto a lo que hay en las deyecciones la 
proporción de Actinobacteria (35,71%), Bacteroidetes (7,14%), Acidobacterias (1.78%), TM7 (1,78%) y Chlo-
roflexi (1,78%)), que a pesar de no presentar diferencias estadísticamente significativas entre las dietas, 
están aumentando por las condiciones del intestino de la lombriz E. andrei. Y por otro lado, se reducen los 
Filos de bacterias  Firmicutes (11%) y Proteobacteria (41%). Este mayor aumento de abundancias de ciertas 
bacterias tras el paso por el tubo digestivo en el grupo común a E. andrei también ha sido mostrado por 
Nechitaylo et al., 2010. En este trabajo se observa que las lombrices L. terrestris y A. caliginosa aumentan 
los filos Actinobacteria y Bacteroidetes tras digerir el suelo. Por otro lado, Furlong et al. (2002) y Knapp 
et al. (2009)  también con técnicas moleculares han encontrado este incremento en las abundancias de 
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Actinobacteria en las deyecciones de L. rubellus alimentada con suelos. Además, Knapp et al. (2009) ha 
encontrado que otros Filos como Bacteroidetes y TM7 también aumentan en las deyecciones e intestino, 
a pesar de ser también dominantes en los sustratos sin digerir, cosa que podría ser debido al efecto de 
las L. rubellus sobre los sustratos ingeridos. También, este aumento sucede en otros estudios de König et 
al. (2006) con animales distintos a las lombrices como son las termitas donde se observa un aumento de 
la abundancia de Actinobacteria dentro del intestino de las mismas en relación con su comida. Además, 
según los estudios de Gomez-Brandón et al. (2011) las bacterias que pertenecen al grupo Gram-positivas 
deberían reducirse después del paso de los mismos tres estiércoles ganaderos (vaca, caballo y cerdo) por 
el intestino de la misma especie de lombriz E. andrei y aunque en el grupo común aparentemente esto no 
pasa, ya que aumenta la abundancia de este Filo respecto a las deyecciones derivadas de las dietas, sí que 
existe la desaparición de ciertos géneros de Actinobacteria como son: Agromyces, Leucobacter, Arthrobac-
ter, Aeromicrobia, Bifidobacterium, Actinomadura y Iluminatobacter en el grupo de bacterias comunes a E. 
andrei. Por lo tanto, los dos grupos de bacterias Gram-positivas sufren una reducción, las Actinobacteria 
de estos géneros que llegan a desaparecer y las Firmicutes, entre las que destacan las bacterias del género 
Clostridium dentro del orden Clostridiales y las bacterias de la Familia Planococcaceae del orden Bacillales 
en el grupo común de bacterias de E. andrei.  Por lo tanto, aunque la técnica de PLFAs que analiza los per-
files de ácidos grasos en los estudios de Gómez-Brandón et al., 2010  no llega al mismo nivel de resolución 
que la técnica molecular de pirosecuenciación que se utiliza en este estudio, seguimos teniendo una com-
posición de bacterias del grupo Gram-positiva que se reducen, sobre todo las bacterias del Filo Firmicutes 
(11%), en el grupo de bacterias comunes a la lombriz, independientemente de la dieta por las condiciones 
del intestino de E. andrei. 
Por otro lado, la mayoría de Actinobacteria que están en el grupo de bacterias comunes no se conocen a 
nivel de género (“Unclassified”), por lo tanto, no podemos saber qué implicaciones tienen las Actinobacte-
ria en el grupo común a la lombriz y si estas bacterias aumentan por igual o solo algunos géneros debido 
a la falta de clasificación de estas bacterias a este nivel. Luego, también se encuentra una bacteria del gé-
nero Mycobacterium en menor abundancia aún más relacionada con enfermedades infecciosas que puede 
poner de manifiesto el papel de la lombriz en la localización de  bacterias patógenas que tienen posibles 
problemas ambientales en los suelos.
Además, en el grupo de bacterias comunes las bacterias del Filo Bacteroidetes (7,14%) están en mayor 
proporción que en las tres dietas. Estas Bacteroidetes pertenecen a los géneros Chryseobacterium y Eli-
zabethkingia dentro de la Familia Flavobacteriaceae y el género Sphingobacterium dentro de la Familia 
Sphingobacteriaceae que tienen especies que son patógenos ambientales.  El resto de bacterias del grupo 
común que aumentan su proporción con respecto a su abundancia en las deyecciones no son tan abun-
dantes en el grupo común: Acidobacterias (1.78%), que pertenece al género Gp16, TM7 (1,78%), que perte-
nece al género TM7_genus_incertae_sedis y Chloroflexi (1,78%), que pertenece al género Caldilinea, por lo 
general también suelen tener relaciones con patógenos ambientales.Aunque están en baja abundancia 
en el grupo común a esta lombriz de estos Filos (Bacteroidetes, Acidobacteria, Cloroflexi y TM7) pueden 
estar afectando a la contaminación ambiental y su localización por la lombriz E. andrei es importante para 
evitar posibles problemas derivados de la aplicación directa de los estiércoles en suelos agrícolas como en-
mienda orgánica. Los resultados obtenidos están apoyados por otros estudios de Knapp et al. (2009) que 
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encontró que otros Filos como Bacteroidetes y TM7 también aumentaban en las deyecciones e intestino, a 
pesar de ser también dominantes en los sustratos sin digerir, cosa que podría ser debido al efecto de las L. 
rubellus sobre los sustratos ingeridos. Resultados que también encontraron Nechitaylo et al. (2010) donde 
se observa que las lombrices L. terrestris y A. caliginosa tienen un efecto en la abundancia de los Filos de 
bacterias Actinobacteria y Bacteroidetes, aumentándolos cuando el suelo pasa por los intestinos de las 
mismas. Además, hay que destacar que Bacteroidetes pertenece al grupo de bacterias Gram-negativas y 
su aumento podría considerarse frecuente debido a que las bacterias Gram-negativas tienen una pared 
celular externa formada por un entramado de lipopolisacáridos que les confiere integridad estructural 
al aumentar la carga negativa de la membrana celular, protegiéndolas también frente a ciertos ataques 
químicos del intestino (Vermüe et al., 1993), cosa que no ocurre con las Gram-positiva. Esto da paso a la 
hipótesis de que existen bacterias que son digeridas por la lombriz durante el paso de materia orgánica 
por sus intestinos y que otras son aumentadas por las condiciones del intestino de E. andrei. Por otro lado, 
aumenta las Gram-negativas del Filo Proteobacteria sobre todos de los géneros Acinetobacter y otras bac-
terias que no se conocen a nivel de género dentro de la Familia Moraxadellaceae, seguidas de Rhodobacter, 
Brevundimonas y Pseudomonas respecto a las bacterias encontradas en las deyecciones de la lombriz deri-
vadas de las dietas. Además, también aumentan las bacterias Bacteroidetes, otra Gram-negativa que son 
pertenecientes a los géneros Chryseobacterium y Elizabethkingia dentro de la Familia Flavobacteriaceae y 
el género Sphingobacterium dentro de la Familia Sphingobacteriaceae, anteriormente citados que están 
relacionados con patógenos ambientales.  En conclusión, estos resultados, apoyan los mismos estudios 
de Gómez-Brandón et al. (2011) donde se da una reducción más importante en Gram-positivas que en 
Gram-negativas.
 Como hemos observado en este trabajo, en el núcleo común de bacterias hay un 11% de bacterias del 
filo Firmicutes, filo que apenas tiene representación en las deyecciones de vaca y caballo (<2% en ambos 
casos) pero es el más abundante en las deyecciones de la dieta de estiércol de cerdo (~60%). Las bacterias 
del Filo Firmicutes que se reducen en el grupo de bacterias comunes a E. andrei son de la Familia Planococ-
caceae dentro del orden Bacillales y del género Clostridium dentro de la Familia Clostridiaceae dentro del 
orden Clostridiales que son más abundantes en la dieta de cerdo. Estos datos sugieren que la lombriz jue-
ga un papel importante en la formación de su microbioma intestinal, ya que permite que estos géneros de 
bacteria disminuyan por las condiciones del intestino de la misma. Por otro lado, Proteobacteria presenta 
un 41,07% en el núcleo común de bacterias que está en abundancia tanto en estiércol de vaca (76%) como 
en el de caballo (83%), pero se encuentra también en menor abundancia en estiércol de cerdo (33%). Las 
Proteobacteria que se reducen, aunque en menor medida que las Firmicutes, en el grupo de bacterias co-
munes a E. andrei, son del género Aeromonas, Bosea, Rhizobium, Legionella, Kaistia, Haematobacter que 
directamente desaparecen en el grupo común dando pie a la hipótesis de que hay bacterias que son dige-
ridas en el intestino de E. andrei, pero aumentan otros géneros como Acinetobacter y otras bacterias que 
no se conocen a nivel de género, seguidas de los géneros Rhodobacter, Brevundimonas y Pseudomonas.
Aunque estas reducciones o desapariciones en el grupo de bacterias comunes a E. andrei podrían de-
berse a la digestión de estas bacterias por las lombrices ya que las lombrices disponen de un complejo 
enzimático en sus intestinos, que degradan bacterias, protozoos y hongos entre otros organismos vivos 
de los que se alimentan (Brown et al., 2000), existen otras razones por las que se puede observar esta 
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disminución de bacterias en el grupo de bacterias comunes a E. andrei. Si observamos la composición del 
grupo de bacterias comunes a la lombriz, encontramos que la mayor abundancia de bacterias pertenece 
al Filo Actinobacteria (35,71%). Según estudios de Brown et al. (1995) las bacterias del Filo Actinobacteria 
podrían inhibir el crecimiento de otras bacterias Gram-positivas y también Gram-negativas sensibles. Esto 
podría determinar la mayor abundancia de este Filo (35,71%) en relación al resto de Filos que se encuen-
tran en el grupo común de bacterias a E. andrei, que aunque estén sin clasificar a nivel de género y no se 
conozcan sus funciones concretas, son las más abundantes en el grupo común y podrían estar inhibiendo 
la mayor parte de las bacterias que se encuentran en el intestino. 
En resumen, aunque el factor dieta es el que dirige los procesos ecológicos que gobiernan los cambios 
de composición bacteriana en el intestino de E. andrei, lo que permite la adquisición de nuevas bacterias 
del entorno de la lombriz cuando la lombriz se alimenta de distintos tipos de estiércoles ganaderos (vaca, 
caballo y cerdo) y una mejor explotación de los recursos del medio por la lombriz ya que esta dispone de 
un microbioma intestinal básico que se altera por la comida que dispone la lombriz en un momento dado. 
Y además, estos cambios de composición bacteriana en el intestino de E. andrei favorecen una más eficaz 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes dentro del intestino de E. andrei debido 
a que las bacterias propias de cada dieta que comen las lombrices, se establecen en el intestino de la 
lombriz y son las que mejor podrán descomponer la materia orgánica de sus respectivos estiércoles gana-
deros (caballo, cerdo y vaca), por otro lado, las condiciones del intestino de la lombriz, están facilitando el 
establecimiento de un grupo de bacterias comunes, independientemente de la dieta, donde pueden estar 
actuando presiones de selección distintas a las de su entorno por las distintas condiciones ambientales del 
intestino. Estas condiciones propias del intestino de E. andrei son las que controlaran las diferencias entre 
dietas que come la lombriz ya que no todas las bacterias de la dieta serán igualmente tolerantes a las 
condiciones del intestino y solo las que tengan la capacidad de tolerar estas condiciones más eficazmente, 
serán las que permanezcan en el intestino y en las deyecciones de E. andrei. Así, el intestino de las lom-
brices modulará estos cambios de composición de bacterias de la dieta hacia un grupo común de bacterias 
que se encargarán de descomponer la materia orgánica y reciclado de nutrientes siempre que la lombriz 
esté presente en los estiércoles ganaderos (caballo, cerdo y vaca), independientemente de la dieta. Este 
control que ejerce el intestino de la lombriz E. andrei sobre las diferencias en composición entre dietas, 
modulará los cambios de composición del microbioma intestinal de E. andrei hacia el establecimiento de 
unas bacterias comunes en todas las deyecciones de la lombriz, que a su vez, pueden beneficiar a la lom-
briz con la capacidad de poder degradar mejor la materia orgánica de los estiércoles ganaderos debido a la 
particular microbiota intestinal que poseen, independientemente de la dieta y a su vez, esta modulación 
que lleva a cabo el intestino podría controlar los distintos patógenos ambientales del medio. Esto pone de 
manifiesto el papel de la lombriz E. andrei que acelera el proceso de descomposición de la materia orgánica 
y reciclado de nutrientes (mineralización, desnitrificación, fijación de nitrógeno, etc) gracias a los Filos de 
bacterias encontrados: Proteobacteria 41%, Actinobacteria 35,71% y Firmicutes 11%, que principalmente, 
forman el grupo de bacterias comunes a la lombriz. Y a su vez, la lombriz E. andrei ayuda a controlar los 
patógenos ambientales que pertenecen a los mismos Filos comentados (Proteobacteria, Actinobacteria y 
Firmicutes) pero que forman parte de otros géneros más relacionados con contaminación ambiental que 
se encuentran también en los estiércoles ganaderos (vaca, caballo y cerdo).
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Cambios en la a-diversidad de bacterias en función de la dieta
El nº de OTUs de bacterias (riqueza medida con el índice Chao y Sobs) es similar en todas las muestras de 
deyecciones de E. andrei y la equidad y abundancia (diversidad medida con los índices Simpson y Shan-
non-Wiener) también, independientemente de la dieta. Esto contrasta con la variación en la a-diversidad 
de bacterias intestinales de la mosca Drosophila alimentada con diferentes dietas (Chandler et al., 2011). 
Todas las deyecciones de E. andrei son igualmente diversas independientemente de la dieta, sin embar-
go, a pesar de que las comunidades bacterianas no difieren en a-diversidad (diversidad local), cada dieta 
tiene un número de OTUs propios como podemos observar en el análisis de composición con el diagrama 
de Venn (Figura 2). Así 375 OTUs solo aparecen en la dieta de caballo, 268 OTUs solo están en la de cerdo 
y 327 OTUs en la dieta de vaca. Por lo tanto, al no haber diferencias significativas a nivel taxonómico en la 
a-diversidad (dentro de cada dieta) esto está implicado en que cuando la lombriz coma distintas dietas, 
todas las dietas por igual modificarán el microbioma básico de la misma manera, estableciendo un mi-
crobioma intestinal igualmente diverso en el intestino de E. andrei que permitirá a la lombriz una mayor 
variedad de bacterias para hacer frente más eficazmente el uso de recursos del medio y así, resistir mejor 
las perturbaciones del medio, independientemente de la dieta que coma en ese momento dado. Esto 
beneficiará a la lombriz porque dispondrá de un microbioma intestinal que podrá recuperarse por igual a 
los cambios ambientales tales como la exposición a patógenos, variaciones en la fuente de alimento, y/o 
componentes tóxicos que aparezcan en el medio en el momento, y hará que las lombrices dispongan de 
un microbioma intestinal que pueda mantenerse estable frente a cambios ambientales, permitiendo a 
este microbioma intestinal de E. andrei, desempeñar más eficazmente las funciones relacionadas con la 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes junto a la lombriz. 
Debido a que no hay diferencias en a-diversidad bacteriana ni a nivel taxonómico, ni a nivel filogenético 
debido a la dieta, se piensa que esta misma riqueza y diversidad dentro de las deyecciones de lombriz que 
come su respectiva dieta (estiércol de vaca, caballo y cerdo) es debida a las condiciones del intestino de 
E.andrei que puede estar modulando qué bacterias permanecen y cuáles no. Esta modulación por parte 
del intestino de E. andrei a su vez, puede estar haciendo más resistente el microbioma intestinal de la 
lombriz a perturbaciones ambientales de su entorno (componentes tóxicos, cambios en dietas, exposición 
a patógenos) y permite una más eficiente descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes 
por las lombrices y sus bacterias intestinales asociadas a ellas. Además, ya que no hay cambios de a-diver-
sidad filogenética, no hay bacterias más adaptadas dentro de una dieta que dentro de otra, por lo que el 
paso de los distintos estiércoles ganaderos por los intestinos de E. andrei permite el establecimiento de 
un microbioma igualmente diverso según la dieta donde el intestino de la lombriz ejerce una presión para 
que esto ocurra. No hay bacterias más adaptadas que otras dentro de cada dieta, por lo que no comparten 
una historia evolutiva común con ninguna dieta, afectando esto a que no se sepa que bacterias se esta-
blecerán en el intestino de E. andrei en un futuro debido a que no se conoce que factor estará afectando 
a la diversidad de bacterias dentro de cada dieta y le confiere una mayor resistencia a perturbaciones am-
bientales que otras dietas. Tampoco podemos establecer que conexión hay en la historia evolutiva de cada 
dieta particular con la bacterias intestinales en las deyecciones de E. andrei, ni podemos saber cómo afecta 
esto a la historia evolutiva de los procesos digestivos de los animales de granja (cerdo, caballo y vaca) y 
su relación con los procesos digestivos de las lombrices de tierra. Pero, debido a que existe un microbioma 
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igualmente diverso entre todas las deyecciones de E. andrei, y aunque desconocemos que factores pue-
den estar afectando a los cambios de a-diversidad bacteriana en el intestino de E. andrei, se piensa que 
podrían ser las mismas condiciones del intestino de la lombriz las que permitieran el establecimiento y 
posiblemente el mantenimiento o conservación de esta diversidad de bacterias dentro de cada dieta en el 
intestino de la lombriz. Es decir, el intestino funciona como un modulador ya que filtra las bacterias que 
pueden vivir en las condiciones particulares del intestino, y sobre este actúan fuerzas mayores de selec-
ción diferentes al entorno de la lombriz y así, se controla la formación del microbioma básico intestinal 
igualmente rico y diverso independientemente de la dieta en E. andrei que pone de manifiesto el papel de 
las lombrices de tierra E. andrei en los procesos biológicos de descomposición y reciclado de nutrientes, 
igual que en el control de patógenos ambientales de los estiércoles ganaderos (vaca, caballo y cerdo). 
Cambios en β-diversidad de bacterias asociados a diferentes dietas en la lombriz E. andrei:
En cambio, sí encontramos que existen cambios en la β-diversidad bacteriana debidos  a las dietas (es-
tiércoles de vaca, caballo y cerdo) de las que se alimenta la lombriz E. andrei. Estos cambios en estructura 
(cuantitativo) como composición (cualitativo) de las comunidades bacterianas aparecen tanto a nivel ta-
xonómico como a nivel filogenético. Los cambios en taxonomía nos dicen qué bacterias hay, y los cambios 
filogenéticos nos dicen si son filogenéticamente distintas, es decir, reflejan la historia evolutiva de estos 
OTUs, con sus posibles adaptaciones para sobrevivir en cada estiércol. Se han encontrado resultados si-
milares en otros animales como en algunos mamíferos (Gordon et al., 2008), en la mosca Drosophila 
(Chandler et al., 2011) y en abejas de la miel (Engel et al., 2012), junto a estudios realizados con diferentes 
especies de lombrices de tierra (Egert et al., 2004; Knapp et al. 2009). Los factores que están afectando 
a los cambios en β-diversidad taxonómica y/o filogenético de bacterias pueden ser diferentes debido a 
las medidas utilizadas (cuantitativas y/o cualitativas)(Lozoupone et al., 2007). En este estudio, debido 
a que solo se estudia el factor dieta, solo podemos tener un factor relacionado con estos dos tipos de 
medidas (cuantitativos y cualitativos), que a su vez, están implicados de distinta manera en los principios 
ecológicos generales que gobiernan los cambios de diversidad o diversificación entre bacterias y la especie 
de lombriz estudiada, E. andrei en el presente (a nivel taxonómico) y en el pasado (a nivel filogenético). 
En el caso de analizar los cambios en β-diversidad a nivel taxonómico, tenemos información de lo que 
hay en un momento puntual y de los factores que están influyendo en ese punto. Es decir, en este caso, 
el factor dieta está influyendo en los cambios de diversidad bacteriana intestinal de la actualidad y genera 
unos patrones de diversidad bacteriana característicos según la distribución de bacterias de las deyeccio-
nes de E. andrei según la dieta. Estos cambios puntuales nos informan de que en el intestino existen unas 
condiciones particulares que promueven importantes eventos de diversificación debidos al factor dieta, 
y que generan la aparición de nuevas bacterias por fenómenos de inmigración de bacterias del entorno al 
intestino de la lombriz E. andrei. El intestino se considera un punto de cambio durante estos procesos de 
diversificación de OTUs de Filos de bacterias debido a que las bacterias presentan diferentes requerimien-
tos nutricionales y solo las más capaces de explotar los recusos del medio aparecerán en este. Por lo tanto, 
los cambios de diversidad bacteriana a nivel de β-diversidad taxonómica entre dietas distintas que come 
la lombriz E. andrei, están dandonos información del reemplazo de especies que hay en este medio y su 
distribución según la dieta, donde la dieta podría estar dirigiendo los procesos de diversificación hacia la 
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generación de nuevas especies de bacterias dentro del intestino de la lombriz y la formación de patrones 
de diversidad en la actualidad. Dependiendo del tipo de medida que utilizemos, cuantitativa (abundancias) 
o cualitativa (presencia), podemos hablar de qué implicaciones tienen estos cambios de diversidad bacte-
riana a nivel taxonómico dentro y tras el paso de materia orgánica de los tres estiércoles por los intestinos 
de E. andrei que nos explican distintas interacciones que están teniendo las bacterias en la actualidad por 
el hecho de estar ahí. Por ejemplo: la competencia de unas especies por otras debido a la dieta que lleva a 
las más dominantes a establecerse en el intestino de E. andrei en el caso de medidas cuantitativas o inte-
racciones de sustitución de unas bacterias más nuevas por las más antiguas que estaban en el intestino 
por los fenómenos de inmigración de endemismos propios de cada dieta en el caso de medidas cualitati-
vas. Estas diferentes interacciones que se dan en el intestino de la lombriz son los mecanismos que estan 
generando los cambios de abundancia y presencia de bacterias en los patrones actuales de diversidad 
bacteriana intestinal según las distintas dietas de las que se alimenta la lombriz.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad taxonómica analizada con medidas cuantita-
tivas (Bray-Curtis) nos informan de que cada dieta que come la lombriz E. andrei cambia la abundancia de 
OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Si nos centramos en las implicaciones de las diferencias en diver-
sidad bacteriana entre dietas que come E. andrei debido a cambios de abundancias de las bacterias dentro 
del intestino de la lombriz, nos encontramos que en los resultados obtenidos con análisis de componentes 
principales (PCoAs), las abundancias de los OTUS de Filos de bacterias que pertenecen a Proteobacteria 
están más correlacionados con las dietas de cerdo que con las de caballo y vaca. De igual manera, Firmi-
cutes y Actinobacteria están más correlacionadas con la dieta de cerdo que con la de caballo y vaca. Y en 
menor medida también existen diferencias en otros OTUs de Filos de bacterias como Bacteroidetes, que se 
correlacionan más con caballo y vaca que con cerdo, igual que el OTU de Filo de bacteria de Verrucomicrobia 
que está más correlacionado con vaca que con el resto de dietas y TM7 que están más correlacionadas con 
caballo y vaca que con cerdo. Estos cambios de abundancias de ciertos Filos de bacterias están implicados 
en los fenómenos de colonización e invasión de bacterias en el intestino de la lombriz E. andrei que genera 
los patrones de diversidad bacteriana actuales de las bacterias más dominantes en el intestino. Para que 
esto pase, debe existir variabilidad de alimento en el medio para que el intestino de la lombriz seleccione 
entre las distintas bacterias del alimento, las que más ventajas le proporcionen.  Además, el alimento 
debe estar disponible en abundancia en el medio, aumentando así, las posibilidades de ciertos OTUs de Fi-
los de bacterias de colonizar el intestino de E. andrei en la actualidad. Si el alimento es variado y abundante 
en el entorno de la lombriz, estos Filos de bacterias diferentes entre dietas se encontrarán en abundancia 
dentro y tras el paso por el intestino de la lombriz, y así ocurrirá cuando se alimente de distinta dieta, 
generandose así patrones de diversidad bacteriana intestinal en la lombriz diferentes según la misma. Al 
existir diferencias significativas entre dietas en la β-diversidad bacteriana intestinal de E. andrei, existe un 
reemplazamiento de las abundancias de ciertos OTUs de Filos de bacterias por otros cuando hay cambios 
de abundancia y variabilidad en la dieta que come la lombriz. Estos cambios de abundancia de OTUs de 
Filos de bacterias en el microbioma intestinal de la lombriz se dan en este medio ya que las condiciones 
del intestino son distintas al entorno y se genera así el patrón de diversidad actual que puede estar favo-
reciendo a la lombriz, ya que existe colonización de nuevas bacterias propias de cada dieta según el tipo 
de estiércol del que se alimenten en el momento que serán las que mejor degraden la materia orgánica 
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en un momento dado. Esto ponen de manifiesto el papel de las lombrices de tierra en la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes que lleva a cabo junto a las bacterias del intestino según 
la dieta. Además, si analizamos los resultados con las medidas cualitativa de presencia (coeficiente de 
Jaccard), nos informan de que también cada dieta que come la lombriz E. andrei cambia la presencia de 
OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Por lo tanto, si nos centramos en las implicaciones que tienen 
estos cambios de presencia de OTUs de los de bacterias cuando cambia la dieta, encontramos que algunas 
ciertos OTUs de Filos de bacterias son restringuidos a una dieta particular. En los resultados obtenidos por 
análisis de componentes principales (PCoAs) encontramos que la presencia de OTUs de Filos de bacterias 
sin clasificar “Unclassified” están más correlacionados con la dieta de vaca que con las otras dos dietas 
y Firmicutes y Actinobacteria más correlacionada con dieta de cerdo que con el resto. En menor medida 
encontramos distintos OTUs de Filos de bacterias como Bacteroidetes que están en dietas de caballo y 
vaca más que en cerdo, y otras como Proteobacteria y Actinobacteria que separa por igual las dietas de 
vaca y caballo de las de cerdo, y las de cerdo y caballo de las de vaca. Es decir, estos cambios de presencia 
de ciertas bacterias debido a la dieta están implicados en fenómenos de sustitución e inmigración de 
endemismos propios de cada dieta que esté disponible para la lombriz en la actualidad, lo que provoca 
reemplazamientos de unas bacterias por otras en el intestino cuando cambia la disponibilidad de alimento 
para la lombriz E. andrei. Esto ocurre ya que ciertos OTUs de Filos de bacterias solo se dan en unas dietas y 
en otras no, por lo que las diferencias en presencia de OTUs de Filos de bacterias encontrados entre dietas 
dentro del intestino de la lombriz se deben a la existencia de estas dietas en el entorno de la lombriz. Estos 
fenómenos de sustitución de nuevos OTUs de Filos de bacterias propias de cada dieta por otros antiguos 
que ya existian dentro del intestino de la lombriz, puede llevar a la aparición de rarezas cuando la dieta 
esté disponible en el entorno de la lombriz que debido a la posible especificidad de estas bacterias a sus 
estiércoles podría explotar mejor los recursos del medio y el aporte de bacterias raras favorece así, el man-
tenimiento de una más variada diversidad de bacterias en el intestino de E. andrei Este reemplazamiento 
de presencia de OTUs de Filos de bacterias según la dieta en el intestino de E. andrei puede generar una 
ventaja debido a que la lombriz puede disponer de distintos OTUs de Filos de bacterias para que le permita 
desarrollar funciones específicas que favorezcan los procesos biológicos de descomposición de materia or-
gánica y reciclado de nutrientes que llevan a cabo estas, junto a las lombrices. Es decir, los intestinos de E. 
andrei permiten que actúen las propias bacterias (endémicas) que ya formaban parte de estos estiércoles 
ganaderos originariamente y son las que mejor llevaran a cabo la descomposición de los mismos.
Por otro lado, analizar los cambios en β-diversidad bacteriana a nivel filogenético entre dietas que come 
la lombriz, nos informa del origen de estas diferencias encontradas en los patrones de diversidad bacteria-
na asociadas al intestino y  deyecciones de E. andrei debido a las dietas y a su vez, nos informa de las histo-
rias evolutivas paralelas de las distintas dietas con sus estiércoles ganaderos (estiércol de vaca, caballo y 
cerdo) que se dieron en el intestino de la lombriz E. andrei por un mismo origen común de las bacterias con 
sus estiércoles ganaderos. Los resultados obtenidos nos informan de que existen cambios de diversidad 
de bacterias intestinales de E. andrei que han ocurrido en el transcurso de la evolución gracias a una histo-
ria evolutiva común de ciertos OTUs de Filos de bacterias con sus estiércoles ganaderos respectivos. A su 
vez, estos patrones de diversidad bacteriana actuales entre dietas han seguido otra historia evolutiva, la 
de los procesos digestivos de los animales de granja rumiantes, équidos y porcinos que están relacionados 
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con los procesos digestivos de la lombriz, ya que todas estas histórias evolutivas paralelas convergen en 
el mismo intestino de E. andrei, favoreciendo el mantenimiento de estos cambios de diversidad en la ac-
tualidad y prediciendo que ocurrirá de la misma manera con más seguridad en un futuro. También a modo 
general, nos permite conocer los mecanismos que se establecieron en el pasado, es decir, las interacciones 
que ocurrieron durante la formación del microbioma intestinal por los cambios en dietas que están some-
tidas a un proceso de adaptación donde las bacterias que mejor explotaron los recursos de sus respectivos 
estiércoles (vaca, caballo y cerdo) fueron dirigidas por una fuerza mayor de selección natural a ocupar 
estos medios. A su vez, el intestino de la lombriz fue un “nicho” o medio con condiciones especificas 
donde convergieron diferentes historias evolutivas de las bacterias con sus respectivos estiércoles (vaca, 
caballo y cerdo). Por lo tanto, los cambios en dietas en un pasado se ha observado que están afectando 
a los patrones de diversidad actuales por la mejor adaptación de las bacterias a sus estiércoles, y el paso 
de los estiércoles por el intestino de E. andrei no parece alterar estas historias evolutivas propias de los 
procesos digestivos de los distintos animales de granja, permitiendo que se mantengan estos patrones 
de diversidad bacteriana entre dietas en el futuro. Esto está implicado a su vez, en los procesos biológicos 
de descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes que desempeñan las lombrices con las 
bacterias intestinales, donde la lombriz será capaz de descomponer más eficazmente con la ayuda de las 
bacterias intestinales la materia orgánica de los respectivos estiércoles ganaderos de los que se alimenta, 
ya que dispondrá de las mismas bacterias que se encontraban descomponiendo la materia orgánica de 
cada estiércol originariamente, y son las que mejor podrán realizar estas funciones y con más seguridad 
se mantendrán, ya que están mejor adaptadas, dentro del intestino de E. andrei. Dependiendo del tipo de 
medida que utilizemos, cuantitativa (abundancias) o cualitativa (presencia), podemos hablar de qué im-
plicaciones tienen estos cambios de diversidad bacteriana dentro y tras el paso de materia orgánica de los 
tres estiércoles por los intestinos de E. andrei que nos explican los distintos mecanismos o interacciones 
que están teniendo las bacterias en sus respectivos medios y en el intestino de la lombriz. Las interaccio-
nes que están manteniendo los patrones de diversidad tanto en presencia, como en abundancia de OTUs 
de Filos de bacterias en un pasado fueron sometidos a una fuerza mayor de selección natural donde solo 
las bacterias mejor adaptadas fueron las que sobrevivieron en sus respectivos estiércoles ganaderos (vaca, 
caballo y cerdo) y se mantuvieron hasta hoy con sus historias evolutivas propias que han sido sometidas a 
evolución convergente o convergencia dentro del intestino de E. andrei.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad filogenética analizada con medidas cuanti-
tativas (Unifrac Weigthed) nos informan de que cada dieta que come la lombriz E. andrei cambia la abun-
dancia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Si nos centramos en las implicaciones de las diferencias 
en diversidad filogenética bacteriana entre dietas que come E. andrei a nivel cuantitativo, es decir, debido 
a cambios de abundancias de las bacterias dentro del intestino de la lombriz, nos encontramos que existe 
un cambio en las abundancias de OTUs de ciertos Filos de bacterias por otros cuando la dieta cambia, y 
esto está implicado en los fenómenos de colonización e invasión de bacterias en el intestino de la lombriz 
E. andrei que generaron los patrones de diversidad en un pasado y se mantuvieron hasta la actualidad por 
la fuerza de selección natural y mejor adaptación de estas abundancias de OTUs de Filos de bacterias a 
sus estiércoles dentro del intestino de la lombriz. Según los resultados obtenidos con el análisis de compo-
nentes principales (PCoAs), las abundancias de OTUs de Filos de bacterias mejor adaptadas y que separa 
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la dieta de caballo de las otras dos dietas son: Bacteroidetes, TM7, Actinobacteria y Proteobacteria, aunque 
algunos de estos Filos también están separando las dietas de vaca de las otras dos dietas como el OTUs 
de Filo de bacteria Proteobacteria y TM7. Las abundancias de OTUs de Filo de bacteria Verrucomicrobia se 
encuentra más correlacionada y en este contexto, mejor adaptadas con la dieta de vaca que con las otras 
dos dietas (caballo y cerdo). Lo mismo ocurre con el OTUs de Filo de bacteria Firmicutes, Actinobacteria y 
Bacteroidetes que se encuentra separando por igual las dietas de caballo y cerdo de las de vaca por lo que 
no se puede hablar de que un solo OTUs esté mejor adaptado a una dieta solo, a excepción del Filo Verru-
comicrobia que solo se encuentra correlacionado con la dieta de vaca y no se encuentra en abundancia en 
el resto de dietas. Es decir, los cambios de β-diversidad entre dietas a nivel filogenético sobre las medidas 
cuantitativas (abundancia) nos informan que ciertos OTUs de Filos de bacterias fueron los que primero 
colonizaron el intestino por una más abundante disponibilidad de alimento en el entorno de la lombriz y 
por su variabilidad, ya que una mayor variabilidad de alimento fue necesario para que se mantuviera la 
selección de los OTUs de bacterias más abundantes en cada dieta dentro del intestino de E. andrei. Así, 
las bacterias más dominantes y mejor adaptadas a sus estiércoles ganaderos respectivos (vaca, caballo y 
cerdo)  dependian de la dieta que comiera la lombriz para poder colonizar el intestino primero, y por lo tan-
to al conseguirlo fueron las que primero formaron el microbioma intestinal básico de la lombriz E. andrei. 
Aunque por lo resultados obtenidos no hay muchos OTUs de bacterias relacionados solo con una dieta, y 
las diferencias entre dietas se deben a pocos OTUs que son dominantes como es el caso de Verrucomicro-
bia en la dieta de vaca, solo podemos saber que este Filo de bacteria con seguridad fue el que mejor pudo 
colonizar el intestino de E. andrei en un pasado cuando la lombriz tuvo disponible suficiente abundancia de 
estiércol de vaca y que por otro lado, no se sabe a qué dietas concretas se debe la colonización del resto de 
OTUs de Filos de bacterias encontrados que formaron parte del microbioma intestinal básico de la lombriz.
Por otro lado, los resultados los resultados obtenidos a nivel de diversidad filogenética analizada con 
medidas cualitativas (Unifrac UnWeigthed) nos informan de que cada dieta que come la lombriz E. andrei 
cambia la presencia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Según los resultados obtenidos con el 
análisis de componentes principales (PCoAs), la presencia de OTUs de Filos de bacterias Actinobacteria, 
Proteobacteria, TM7 y Filos sin clasificar se encuentran separando las dietas de vaca del resto de dietas 
y la presencia de algunos de estos OTUs de Filos de bacterias como Proteobacteria y TM7 también se en-
cuentran separando las dietas de cerdo y caballo de las de vaca. Por otro lado, el OTU del Filo de bacteria de 
Firmicutes se encuentra más correlacionado con la dieta de cerdo que con el resto de dietas. Y los OTUs de 
Filos de bacterias Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria separa las dietas de vaca y caballo de las 
de cerdo, no encontrando OTUs propios de la dieta de caballo, sino que distintos OTUs de Filos de bacterias 
se encuentran separando distintas dietas, ya que los Filos de bacterias Bacteroidetes, Firmicutes, Proteo-
bacteria y TM7 también se encuentran separando las dietas de cerdo y caballo de las de vaca. Si nos centra-
mos en las implicaciones de las diferencias en diversidad filogenética bacteriana entre dietas que come E. 
andrei a nivel cualitativo, es decir, debido a cambios de presencia de las bacterias dentro del intestino de la 
lombriz por las bacterias mejor adaptadas a sus estiércoles ganaderos respectivos (vaca, caballo y cerdo), 
nos encontramos que hay pocos OTUs de Filos de bacterias que estén presentes solo en una dieta y no 
en el resto por una mejor adaptación de estas bacterias a sus respectivos estiércoles, pero que algunos si 
están más relacionados y nos pueden informar de qué dietas fueron las que promovieron los fenómenos 
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de sustitución e inmigración dentro del intestino de la lombriz E. andrei. Estos fenómenos de sustitución 
que se dieron en un pasado cuando ciertas dietas fueron disponibles en el entorno de la lombriz hicieron 
aumentar la diversidad en el microbioma intestinal básico de la lombriz, favoreciendo así un microbioma 
básico más diverso cuando este alimento estaba presente. Estos OTUs podrían llevar a mantenerse en el 
intestino de la lombriz por las condiciones del mismo y así, pudieron mantenerse las distintas historias 
evolutivas de las bacterias con sus estiércoles ganaderos respectivos dentro del intestino de la E. andrei. Y 
ya que cada dieta es diferente a otra en presencia de algunos OTUs de Filos de bacterias, podría aumentar 
la presencia de bacterias propias (mutualismos) de cada dieta dentro del intestino de la lombriz cuando el 
alimento fuera disponible para la lombriz, aumentando las capacidades de las lombrices para responder 
mejor a pertubarciones en el ambiente. El intestino de E. andrei será un medio idóneo para la convergencia 
de las distintas histórias evolutivas de las bacterias con sus estiercoles que son paralelas al medio intesti-
nal de la lombriz y así, se mantendrán estos patrones de diversidad diferentes según la dieta en el futuro, 
que implica la presencia de mutualismos según la dieta que aportarán mayores beneficios a la lombriz. 
Todo esto pone de manifiesto el papel importante de la lombriz en los procesos biológicos de descompo-
sición de materia orgánica y reciclado de nutrientes  que en este contexto, tiene mayor implicación que a 
nivel taxonómico, ya que nos permite predecir que estos procesos biológicos se mantendrán en un futuro 
siempre que la lombriz disponga de los distintos estiércoles ganaderos de los que se alimenta.
Qué el mismo factor dieta actúe de manera distinta (sobre las medidas cuantitativas/cualitativas) so-
bre un mismo Filo de bacteria, como es el caso de los OTUs clasificados en los Filos de bacterias Firmicutes 
y Actinobacteria, que separan la dieta de cerdo de la de caballo y vaca a nivel taxonómico, implica que 
los diferentes mecanismos de interacción que mantienen estos OTUs de Filos de bacterias en el intesti-
no de E. andrei son igualmente mantenidos en la actualidad y generan patrones de diversidad actuales 
diferentes que nos ayudan a comprender que está sucediendo en el presente y que pasará en el futuro. 
Si además, como en el caso de la presencia de Firmicutes también separan la dieta de cerdo del resto de 
dietas a nivel filogenético, esto implica que estos OTUs de filos de bacterias pueden estar explicando un 
origen común con el estiércol de cerdo en el pasado y que esta historia evolutiva se va a mantener en el in-
testino de E. andrei, junto a las interacciones que las formaron estos patrones de diversidad en el pasado, 
que hace estos OTUs de bacterias más beneficiosas por selección natural y adaptación de las bacterias a 
este estiércol para llevar a cabo procesos biológicos de descomposición de materia orgánica y reciclado de 
nutrientes. A nivel filogenético, no solo nos informa de que estos OTUs de bacterias estarán mejor adap-
tadas en presencia sino que  estarán en el intestino de E. andrei  siempre que la lombriz coma estiércol de 
cerdo favoreciendo una más eficaz descomposición de este estiércol ganadero cuando la lombriz disponga 
de él en el presente y futuro.
1.6. Conclusión
En conclusión, aunque existen diversos estudios donde el factor especie está afectando a la composición 
y diversidad bacteriana del microbioma intestinal de las lombrices como ocurre en estudios de Thakuria et 
al. (2010) donde se observan filotipos asociados a la pared intestinal de distintas lombrices de tierra, y por 
lo tanto tienen más relación con la lombriz que con la dieta, dando peso a la distinta  categoría ecológica de 
lombrices (la epigea: L. friendi, la anécica: L. terrestris y la endogea: A. caliginosa) durante la formación del 
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microbioma intestinal. También, otros estudios afirman la existencia de bacterias simbióticas clasificadas 
en el Filo Tenericutes en el tejido intestinal de  L. terrestris y A. caliginosa y no a la dieta que comen las 
mismas (Nechitaylo et al., 2009) y de la bacteria Aeromonas hydrophila en el tejido intestinal de la lombriz 
epigea E. fetida (Toyota et al., 2000), por los resultados obtenidos parece que la dieta es el factor que 
más influye en los cambios de composición y β-diversidad bacteriana, como se observa en los resultados 
obtenidos con esta especie de lombriz epigea E. andrei. 
Además, estos cambios en la composición y β-diversidad bacteriana a distintos niveles (taxonómicos 
y filogenéticos) basados en medidas cuantitativas (abundancia) y cualitativas (presencia) pueden estar 
implicados de distinta manera en los mecanismos que dan forma a los patrones de diversidad bacterianos 
en el intestino de E. andrei (Lozoupone et al., 2007). Y por lo tanto, el factor dieta puede estar afectando 
a los procesos ecológicos que gobiernan los cambios de diversidad en composición (presencia), estructura 
(abundancia) y distribución de ciertas bacterias intestinales en la lombriz, que pueden o no coincidir a nivel 
taxonómico y filogenético, generando patrones de diversidad distintos en los intestinos de las lombrices 
E. andrei cuyas implicaciones dependerán de cómo afecte este mismo factor dieta sobre las distintas me-
didas cuantitativas (abundancia) y cualitativas (presencia) a ciertos OTUs clasificados en Filos de bacterias 
que nos permiten conocer las interacciones de las bacterias dentro de cada dieta y su mantenimiento por 
las condiciones del propio intestino de E. andrei. 
Que estos cambios de diversidad bacteriana en el intestino de E. andrei no se den a nivel de a-diver-
sidad, pero si a nivel de β-diversidad debido a la dieta tiene implicaciones importantes en los procesos 
biológicos que llevan a cabo las lombrices y las bacterias intestinales. Además, dependiendo del nivel 
estudiado; taxonómico o filogenético tendrán unas implicaciones u otras en los procesos generales que 
gobiernan los procesos de formación de patrones de diversidad de bacterias intestinales en E. andrei que 
a su vez, según la medida analizada (cuantitativa y cualitativa) estarán siendo desarrollados por meca-
nismos distintos (interacciones distintas entre las bacterias en un medio concreto). Por un lado, el factor 
dieta no está influyendo a nivel a en el diverso microbioma intestinal de E. andrei debido a que todas las 
dietas son igual de ricas y diversas. Además, que los OTUs de bacterias que están presentes en cada dieta 
sean igualmente diversos, pero no en los mismos OTUs se piensa que puede ser debido a las condiciones 
del intestino de la lombriz que ejerce un control en el mantenimiento del microbioma intestinal básico. 
Ya que no se dan cambios de diversidad bacteriana dentro de cada dieta, tampoco se dan cambios en el 
intestino de E. andrei, existiendo un microbioma intestinal igualmente diverso independientemente de la 
dieta. Este microbioma intestinal básico será mantenido por intestino de la lombriz confiriéndole la ven-
taja de recuperarse y mantenerse en el medio cuando cambie su entorno por perturbaciones ambientales 
como exposición de patógenos o componentes tóxicos o cambios en dietas. Por otro lado, este mismo 
factor si que influye a nivel β diversidad bacteriana entre las distintas dietas, por lo que existen diferen-
cias significativas entre los OTUs de algunas bacterias según la dieta y esto implica que puede haber un 
reemplazamiento de bacterias en el intestino de la lombriz debido a las dietas diferentes que coma la 
misma (estiércoles de vaca, caballo y cerdo), por lo que las bacterias que son diferentes (posiblemente 
mutualismos propios de cada dieta) podrán aportar mayor diversidad al microbioma intestinal básico de E. 
andrei en cuanto a la medida de presencia y podrán explicar los fenómenos de invasión o colonización en 
el intestino de la lombriz durante la formación del microbioma intestinal de la lombriz debido a las dietas 
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en cuanto a la medida de abundancia. Todos esto estará generando los patrones de diversidad bacteriana 
distintos en el intestino y deyecciones de E. andrei que podemos observar en los resultados obtenidos. Es 
decir, en resumen, que no exista diferencias significativas debido a dieta en la a-diversidad y se mantenga 
igualmente diverso el intestino de E. andrei implica que la lombriz pueda recuperarse más rápidamente 
de alteraciones en el medio, independientemente de la dieta. Y además, que haya diferencias significa-
tivas debido al mismo factor entre dietas le aporta el beneficio de que pueda modificar su microbioma 
intestinal básico según las necesidades del momento (dietas que coma la lombriz) generando patrones de 
diversidad bacteriana diferentes según la dieta que puedan estar mantenidos por las condiciones del in-
testino de E. andrei y esto pone de manifiesto, el papel de las lombrices de tierra en la descomposición de 
materia orgánica más eficaz de los estiércoles ganaderos (vaca,caballo y cerdo). Si la implicación es a nivel 
filogenético, la falta de efecto del factor dieta a nivel a hace que se mantenga una diverso microbioma 
intestinal en E. andrei que no se alterará por cambios ambientales o se recuperará rápidamente de ellos 
y debido a que no habrá ninguna adaptación de las bacterias dentro de cada dieta, no habrá una história 
evolutiva que seguir durante la formación del microbioma intestinal básico de E. andrei. Es decir, la única 
fuerza que dirigirá los cambios de diversidad dentro de cada dieta,solo podrá ser las propias condiciones 
del intestino, que podrá en un futuro establecer esos u otros patrones de diversidad dentro de cada dieta. 
Si hablamos de las implicaciones a nivel filogenético en la β-diversidad, el factor dieta si que está determi-
nando los patrones de diversidad bacteriana en el intestino de E. andrei. A nivel filogenético, la adquisición 
de nuevas dietas del entorno de la lombriz, ha sido la tendencia que han tenido las lombrices de tierra E. 
andrei durante el transcurso de la evolución que les ha aportado ventajas y les ha permitido explotar su 
medio más eficientemente que otros macrodescomponedores durante la descomposición de la materia 
orgánica de estiércoles ganaderos y el reciclado de nutrientes en el ecosistema. El  intestino de la lombriz 
es donde convergen las historias evolutivas propias de las bacterias con sus respectivos estiércoles, y 
por lo tanto, son los que controlan finalmente, el mantenimiento de estos patrones de diversidad en el 
tiempo y permite hacer predicciones de futuro sobre las funciones de estas bacterias en la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes, igual que en el control de patógenos ambientales de los 
estiércoles ganaderos. 
A su vez, aunque existen cambios de diversidad debidos a la dieta que come la lombriz, y que se man-
tienen en el intestino de la misma por el control que ejercen las condiciones del medio intestinal sobre 
las bacterias de las dietas, también existen  un grupo de bacterias comunes cuya tendencia está dirigida 
por las propias fuerzas de selección que existen dentro del intestino de E. andrei, independientes a las 
fuerzas que promueven las historias evolutivas comunes entre las bacterias y sus estiércoles respectivos. 
Este grupo de bacterias que pertenecen al grupo común son: Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, 
Acidobacteria, Bacteroidetes, Cloroflexi y TM7 donde algunos Filos particulares también dependen de la 
dieta pero se encuentran en distinta abundancia en ellas que en el grupo común como Proteobacteria y 
Firmicutes, y por otro lado, otros Filos como Actinobacteria, Bacteroidetes, Cloroflexi y TM7 no presentan 
diferencias significativas con la dieta y por lo tanto, todas estas bacterias son controladas por las condicio-
nes del intestino de la lombriz E. andrei y pueden estar también implicadas en la formación del microbioma 
intestinal básico de la lombriz debido a las condiciones del mismo hacen posible la existencia de esta 
composición de bacterias, independientemente de la dieta. 
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En conclusión, de modo general, se confirma que el factor dieta  puede ser un factor determinante en 
la composición de las bacterias intestinales de la lombriz E. andrei como ocurre en diferentes especies 
animales (Gordon et al., 2008 y 2011; Engel et al., 2012; Chandler et al., 2011) incluyendo entre ellos las 
lombrices de tierra (Egert et al., 2004, Knapp et al., 2009, Nechitaylo et al., 2010, Gómez-Brandón et al., 
2011, 2012) y la existencia de bacterias intestinales independientes de la dieta, que aparecen también 
en los intestinos de diferentes especies de animales independientemente del tipo de alimentación que 
tengan (Schmitt et al. 2011, Roeselers et al., 2011). Y a su vez, aunque el nivel de resolución analítico no 
es apropiado para poder comparar qué Filos concretos son más reducidos que otros, seguimos apoyando 
la idea de que existe un microbioma intestinal básico en la lombriz E. andrei que es independiente de 
la dieta, como comentan los estudios de Gómez-Brandón et al. (2011). Y por consecuencia, todas estas 
bacterias más reducidas en unos Filo pero también más favorecidas en otros Filos por el intestino que las 
aumentan en el grupo común a la lombriz pueden formar parte de los patrones generales de diversidad de 
bacterias asociadas a las lombrices de la especie E. andrei que explican los procesos ecológicos que gobier-
nan los cambios de diversidad en el intestino de las lombrices. Estos patrones de diversidad de bacterias 
podrán estar implicadas de igual manera y a modo general, en la descomposición de la materia orgánica y 
reciclado de nutrientes por la lombriz E. andrei y en el control de patógenos ambientales derivados de los 
estiércoles ganaderos de (vaca, caballo y cerdo) realizando una más eficaz descomposición de la materia 
orgánica gracias a estos distintos patrones de diversidad que se están manteniendo en el intestino de E. 
andrei, y por otro lado, mejorando así los problemas de contaminación ambiental generados por la aplica-
ción directa de estos estiércoles como enmienda orgánica en cultivos.
107
Capítulo 1
Metagenómica aplicada al estudio de los 
cambios de diversidad y composición de las 
comunidades bacterianas intestinales debido 
a los procesos digestivos de las diferentes 






Las lombrices son importante parte de la macrofauna del suelo, de hecho constituyen más del 82% de la 
biomasa total en zonas tropicales con una precipitación por encima de 1000mm (Lavelle et al., 2006). La 
diversidad de estos macroinvertebrados depende de factores tales como la temperatura, la humedad, la 
densidad, el pH y la materia orgánica de la dieta (Curry y Schmidt, 2007). Las lombrices de tierra incluyen 
más de 8300 especies descritas (Reynolds y Wetzel, 2010), y cada año se describen una media de 68 es-
pecies nuevas. Aunque se ha profundizado más sobre la taxonomía de especies de lombrices gracias a los 
avances de las técnicas moleculares (Jamieson et al. 2002, Chang y James, 2011, James y Davidson, 2012; 
Pérez-Losada et al., 2009, 2011, 2012), de la gran mayoría solamente se conoce el nombre y su morfología, 
y se desconoce por completo su biología, sus ciclos de vida y su ecología (Domínguez, 2004; Reynolds y 
Wetzel, 2004, 2010). La mayoría de especies utilizadas en este estudio pertenecen a la familia Lumbri-
cidae (Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis, Lumbricus terrestris y Lumbricus friendi), familia más abun-
dante en Galicia ya que se distribuye en zonas de climas templados, menos una especie que pertenece 
a la familia Megascolecidae (Perionyx excavatus) más típica de ecosistemas tropicales o subtropicales, 
encontrándose en ocasiones en zonas de  clima templado.
Estos organismos tienen un papel crucial en la modificación de la estructura del suelo, y en la acelera-
ción de la descomposición de la materia orgánica y del reciclado de nutrientes a través de sus relaciones 
con la comunidad microbiana del suelo (Domínguez et al., 2009). Las lombrices interaccionan con los mi-
croorganismos durante la descomposición de la materia orgánica en dos fases. La fase activa sucede en 
los procesos asociados al paso de materia orgánica en descomposición a través de sus intestinos (PAIs) 
(efectos directos de las lombrices de tierra) que incluyen todas las modificaciones que los microorganismos 
y la materia orgánica en descomposición sufren durante ese tránsito (Domínguez et al., 2010). Estas mo-
dificaciones incluyen los procesos intrínsecos de digestión y asimilación, la homogeneización del sustrato 
ingerido y la reducción del tamaño de partícula tras el paso por la molleja, incrementando así la superficie 
disponible para el ataque microbiano; incluyen también la producción de moco y sustancias excretadas 
como la urea y el amonio, que constituyen una fuente de nutrientes fácilmente asimilables para los mi-
croorganismos (Lavelle et al., 1995). En la fase de maduración, que comienza una vez el material es expul-
sado en forma de heces, donde los microorganismos son los principales descomponedores de la materia 
orgánica, se dan los procesos de envejecimiento y mezclado de materiales modificados por las lombrices 
(deyecciones) con otros sustratos orgánicos no modificados por ellas. En el caso de las lombrices epigeas, 
en esta fase también suceden cambios de biomasa microbiana a lo largo del tiempo hasta obtener el 
producto final de estos procesos de maduración, el vermicompost (Parthasarathi y Ranganathan, 2000). 
Además, estas interacciones de los microorganismos en el intestino de las lombrices de tierra durante la 
descomposición de la materia orgánica, se basan básicamente en procesos de competencia, mutualismo, 
depredación, dispersión y facilitación. Aunque se desconoce mucho sobre estas relaciones, en todas ellas 
se conoce que puede existir una modificación de los microorganismos por los procesos asociados al intes-
tino de las lombrices de tierra (Domínguez et al., 2009 y 2010).
El papel de los microorganismos dentro de los intestinos de las lombrices es de gran importancia para 
llevar a cabo más eficazmente la degradación de la materia orgánica y reciclado de nutrientes (Byzov et al., 
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2007, 2009). En el sistema digestivo de las lombrices se produce moco que es mezclado con el sustrato 
del que se alimentan las lombrices (Cortez et al., 1987). En este sentido, las deyecciones de las lombrices 
de tierra juegan un papel muy importante en la descomposición porque contienen nutrientes y microorga-
nismos que son diferentes a los del material orgánico antes de la ingestión. Se ha observado un enriqueci-
miento en las deyecciones de las lombrices de tierra de carbono orgánico soluble, nitrato, amonio, fósforo, 
potasio, calcio y magnesio y un alto contenido en agua (Brown y Doube, 2004; Furlong et al., 2002; Haynes 
et al., 2003; Singleton et al., 2003; Knapp et al., 2009; Aira et al. 2006b; Aira y Domínguez 2009). Esto 
permite una mejor explotación de los recursos remanentes ya sea por la aparición de nuevas especies de 
microorganismos en los sustratos frescos a procesar o por la presencia en las deyecciones de un conjunto 
de compuestos más fácilmente asimilables. A su vez las lombrices son conocidas por aumentar la minera-
lización de la materia orgánica (Blair et al., 1997; Postman-Blaauw et al., 2006; Bernard et al., 2012;  Majeed 
et al., 2013). Los nutrientes se estabilizan y esto favorece el acceso a otros organismos heterotróficos que 
favorecen la mineralización de la materia orgánica para las plantas y de esta manera, se favorece la ferti-
lidad de los suelos gracias a las lombrices de tierra y sus microorganismos (Barley, 1959, Edwards y Bohlen 
1996, Brown et al. 2000, 2004). Existen evidencias claras de que las lombrices de tierra aceleran la tasa 
de descomposición de la materia orgánica (Atiyeh et al., 2000; Domínguez et al., 2003; Domínguez, 2004; 
Aira y Domínguez, 2008, 2009, 2010, Aira et al., 2006a, 2007a, 2007b, 2008, Gómez-Brandón et al., 2011), 
lo que puede llevar al mantenimiento de la calidad y fertilidad del suelo y en general, de los ecosistemas 
terrestres hacia una más eficiente explotación de recursos del medio. Todas estas modificaciones que la 
materia orgánica en descomposición y los microorganismos sufren durante el tránsito a través del intesti-
no de las lombrices pueden variar en función de distintos factores: el tipo de sustrato ingerido y del grupo 
microbiano considerado, así como de la categoría ecológica de lombriz y de la parte del intestino analizada 
(McLean et al., 2006).
Las distintas especies de lombrices tienen estrategias vitales diferentes, ocupan nichos ecológicos dis-
tintos y se han clasificado, sobre la base de su alimentación y de la zona del suelo en la que viven, en tres 
categorías ecológicas: epigeas, anécicas y endogeas (Bouché, 1977). Las especies epigeas que estudiare-
mos son E. andrei, D. hortensis y P. excavatus. Estas especies de lombrices viven en el horizonte orgánico 
del suelo, en o cerca de su superficie, alimentándose principalmente de materia orgánica en descomposi-
ción. Además de digerir parte de este material generan importantes cantidades de heces que contienen 
nutrientes y microorganismos que son diferentes a los contenidos en el material orgánico antes de la 
ingestión (Furlong et al., 2002; Haynes et al., 2003; Singleton et al., 2003; Knapp et al., 2009) afectando, 
en consecuencia, a la estructura de la comunidad microbiana (Lores et al., 2006). Las especies anécicas que 
estudiaremos en este estudio son L. friendi y L. terrestris. Estas especies de lombrices viven de forma más 
o menos permanente en galerías verticales, que pueden extenderse varios metros hacia el interior del perfil 
del suelo. Por las noches emergen a la superficie para alimentarse de hojarasca, heces y materia orgánica 
en descomposición, que transportan al fondo de sus galerías; depositan sus excrementos en la superficie. 
Normalmente estas lombrices son de gran tamaño y de un color pardo oscuro. Sus tasas reproductivas son 
relativamente bajas.
Por otro lado, estudios con isótopos naturales han demostrado que las lombrices de tierra pertenecien-
tes a las diferentes categorías ecológicas tienen perfiles isotópicos claramente diferenciados, indicando 
111
Capítulo 2
que se alimentan de diferentes fuentes de C y N (Curry y Schmidt 2007). También, existen diferencias 
significativas entre categorías ecológicas en la digestión y asimilación de materia orgánica durante los 
procesos digestivos sugiriendo la posible existencia de un grupo específico de bacterias para cada grupo 
ecológico (Lavelle y Spain, 2001). Por tanto, se espera que los procesos digestivos deberían ser diferen-
tes entre categorías ecológicas de lombrices (anécicas y epigeas), afectando así, de manera diferente a 
la composición y diversidad de bacterias que pasan por el intestino de estas lombrices. Además, se ha 
demostrado, con bajo nivel de resolución, que las diferentes categorías ecológicas de lombrices de tierra 
tienen comunidades bacterianas diferentes en sus intestinos (Thakuria et al., 2010) y que además, estas 
diferentes categorías ecológicas aportan diferentes bacterias que afectan a la mineralización de la materia 
orgánica (Postma-Blaauw et al., 2006).  
La relación de las lombrices con los microorganismos en el sistema digestivo ha sido ampliamente es-
tudiada con técnicas tradicionales de microbiología, donde se ha encontrado que las bacterias de mayor 
tamaño son digeridas (Brown y Doube, 2004; Clegg et al., 1995; Kristufek et al., 1994; Schonholzer et al., 
2002 y Aira et al., 2009) habiéndose detectado transferencia de ácidos grasos de las bacterias al tejido 
de la lombriz (Sampedro et al., 2006; Sampedro y Whalen, 2007;) pero de modo general, la abundancia 
de bacterias del sustrato ingerido aumenta durante y tras el tránsito a través del intestino (Parle, 1963; 
Krištufek et al., 1992; Pedersen y Hendriksen, 1993; Fischer et al., 1995; Karsten y Drake, 1995,1997; Wolters 
y Scheu, 1999; Ihssen et al., 2003; Sampedro y Whalen, 2007). Tales aumentos podrían deberse a la reduc-
ción del tamaño de partícula y a la homogeneización del sustrato, o a la producción de moco y sustancias 
excretoras como la urea y el amonio, que constituyen una fuente de nutrientes fácilmente asimilables para 
los  microorganismos. Estos microorganismos son activados por estas causas tras su paso por el intestino 
de las lombrices, aumentando así su crecimiento (Barois y Lavelle, 1986; Daniel y Anderson, 1992; Lavelle et 
al., 1995; Horn et al. 2003; Ihssen et al. 2003; Drake y Horn, 2007). Esta activación de los microorganismos 
del material ingerido y la inactivación de otros, se llama efecto “priming” que favorece a los microorganis-
mos beneficiosos que podrían desempeñar funciones metabólicas importantes para la vida de las lombri-
ces durante la digestión de la materia orgánica (Brown et al., 2000; Bernard et al., 2012). Esta activación de 
microorganismos puede permitir la rotura e ingestión de moléculas orgánicas en el contenido intestinal de 
las lombrices y puede hacer que los microorganismos activos produzcan exoenzimas que lleven a cabo los 
procesos de descomposición de materia orgánica en condiciones de anaerobiosis que son las que existen 
en el intestino de las lombrices (Trigo et al., 1999; Curry y Schmidt, 2007; Prabha et al., 2007; Nozaki et 
al., 2009). También existen otras bacterias cuya abundancia no es modificada, por lo que no se modifica 
la composición (Aira et al., 2009; Monroy et al., 2009), ni la diversidad de estas comunidades bacterianas 
respecto al suelo (Nechitaylo et al., 2010). Todos estos cambios de composición bacteriana, dentro del in-
testino de las distintas especies de lombrices de  tierra parecen estar asociados a la dieta, aunque el papel 
de las lombrices en los cambios de composición es activo, aumentando o reduciendo las bacterias ingeridas 
durante la digestión. 
Además, debido al empleo de técnicas moleculares que van más al detalle que las tradicionales se sabe 
que el intestino de las lombrices de tierra es un micro hábitat donde prolifera un alto número de microor-
ganismos anaeróbicos tanto facultativos como estrictos (Drake y Horn, 2007; Ihssen et al., 2003; Krasten, 
et al., 1995; Depkat-Jakob et al., 2010,2013). El intestino de la lombriz actúa como un nicho ecológico con 
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condiciones estables características para estos microorganismos anaerobios, como son: la anoxia, alto 
contenido en agua, riqueza en moco que contiene alta concentración de nutrientes orgánicos e inorgánicos, 
la influencia mecánica de las lombrices durante la fragmentación de las partículas de materia orgánica que 
van a digerir y permiten una reducción de su tamaño haciéndose así, más accesibles para los microorga-
nismos y finalmente, también está la influencia química de las lombrices que disponen de enzimas pro-
pios que degradan la materia orgánica haciéndola más fácilmente asimilable (azucares, almidón, celulosa, 
proteínas, entre otras)(Trigo, D., 1999, Horn et al., 2003; Drake y Horn 2007). Las bacterias encontradas 
en el contenido intestinal de distintas especies de lombrices de tierra son: Actinobacteriales, Firmicutes, 
Cytophaga/Flavobacter, Alpha-, Beta-, Gamma- y Deltaproteobateria (Citernesi et al., 1977; Ravasz et al., 
1986; Krištůfek et al., 1990; Krištůfek et al., 1993; Byzov et al., 2009; Toyota y Kimura, 2000; Ihssen et al., 
2003; Horn et al., 2005; Drake y Horn, 2007; Brito-Vega y Espinosa-Victoria, 2009; Thakuria et al., 2010), 
pero todas estas bacterias también pertenecen a los suelos de donde se alimentan las lombrices. Por lo 
tanto, las propias condiciones del intestino de las lombrices de tierra son las que controlan estas modifi-
caciones de bacterias ya que seleccionan las bacterias que pasarán el intestino y las que no, favoreciendo 
así las bacterias más beneficiosas para la nutrición y descomposición de la materia orgánica que llevan a 
cabo las lombrices de tierra junto a las bacterias intestinales. Por lo tanto, aunque muchos autores han 
intentado descubrir si existe una microbiota propia en las lombrices no han encontrado en ningún caso que 
los cambios en composición y diversidad bacterianas intestinales sean debidos a la especie de lombriz es-
tudiada, sino más bien a la dieta de la que se alimentan (Furlong et al. 2002; Horn et al. 2003; Singleton et 
al. 2003; Egert et al. 2004; Horn et al. 2006; Wüst et al. 2009b; Kasten y Drake, 1997; Drake y Horn, 2007). 
Estas relaciones entre bacterias ingeridas y el intestino de las lombrices se denominan mutualismos del 
sistema digestivo de las lombrices de tierra (Barois y Lavelle, 1986; Lavelle et al., 1995, 2001; Trigo et al., 
1999, Brown et al., 2000) y  en algunos casos esta asociación se da entre bacterias fermentativas de amplia 
distribución entre distintas especies de lombrices  de la familia Lumbricidae (Depkat-Jakob et al., 2013) que 
aumentan tras el paso de suelo por el intestino de estas lombrices.
Se ha observado que los cambios de composición y diversidad de bacterias se dan entre especies de 
lombrices de distinta categoría ecológica (anécicas y endogeas), por lo que se espera que el sistema di-
gestivo distinto de las especies de lombrices de distinta categoría ecológica sea el que está manteniendo 
grupos de bacterias específicos distintos a los que existen en el suelo (Thakuria et al., 2010). Esto tiene 
relación con otros estudios realizados con mamíferos donde el factor que determina la composición de 
bacterias intestinales es la diferente en morfología de sus sistemas digestivos (Ley et al., 2008).  Además, 
los pliegues y contracciones dentro del intestino podrían estar contribuyendo al establecimiento de unas 
comunidades bacterianas por categoría ecológica a la que pertenezcan las lombrices debido a que existen 
diferencias en esto entre ellas. Así, las anécicas tienen un intestino más largo y un tiflosol más simple con 
menos pliegues y un tiempo de tránsito más rápido, en comparación con las endogeas. En las epigeas las 
contracciones del intestino son muy rápidas y luego le sigue una relajación lenta de las mismas, a diferen-
cias de las anécicas y endogeas que tienen contracciones más uniformes (Wu, 1939; Perel, 1977; Breiden-
bach, 2002). También existen estudios de Zhang et al. (2000) donde se observa un complejo enzimático 
más diverso en relación a la categoría ecológica de lombrices, las epigeas están más en contacto con abun-
dante materia orgánica de la superficie por sus hábitos alimenticios, y por esto necesitan disponer de un 
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mayor complejo enzimático que las anécicas o endogeas para llevar a cabo la descomposición de la materia 
orgánica que está en abundancia en su entorno. Y por último estudios realizados por Trigo et al. (1999) 
observan que existe una relación entre el moco intestinal y la distinta categoría ecológica que favorece la 
activación de unos microorganismos más que otros. Es decir, se establecen diferencias en el sistema di-
gestivo (morfológicas, fisiológicas y bioquímicas) según la categoría ecológica de las distintas especies de 
lombrices que permitirá desarrollar unos procesos digestivos determinados entre las especies de lombrices 
de la misma categoría ecológica, como ya se ha comentado que pasaba con los mutualismos del sistema 
digestivo (Barois y Lavelle, 1986; Lavelle et al., 1995; Trigo et al., 1999; Brown, et al., 2000) y también per-
mitirá establecer diferente composición y diversidad bacteriana entre distinta categoría de lombriz.
Todo esto estará relacionado con los estudios de Postma-Blaauw et al. (2006) que relaciona el grupo 
ecológico de lombrices de tierra con una comunidad de bacterias beneficiosas para llevar a cabo la mine-
ralización de la materia orgánica, que estará favoreciendo a su vez, una más eficaz descomposición de la 
materia orgánica y reciclado de nutrientes en el medio. 
Además, en estudios de Gómez-Brandón et al. (2012) también se observa que existe un efecto de las es-
pecies de lombrices epigeas y la dieta en los cambios de biomasa microbiana tras el paso de tres estiércoles 
ganaderos (vaca, caballo y conejo) por los intestinos de las lombrices de tierra. Por lo tanto, existen cambios 
de biomasa de bacterias Gram positivas y Gram negativas debido al paso de los estiércoles por el tracto di-
gestivo de las 3 especies de lombrices (Eisenia fetida, Perionyx excavatus y E. andrei), independientemente 
del sustrato inicial de partida. Aunque estos estudios son analizados con perfiles de fosfolípidos de mem-
brana (PLFAs) y el nivel de resolución es bajo comparado con las técnicas moleculares de pirosecuenciación 
llevadas a cabo en este estudio, se observa que podría haber una distinta composición de bacterias que se 
mantuviera por las condiciones del intestino de las distintas especies de lombrices epigeas, que selecciona 
unas bacterias más especializadas en el intestino de las mismas. En este estudio de Gómez-Brandón et al. 
(2012) no se puede conocer la existencia de grupos de bacterias comunes dentro de distintas cada categoría 
ecológicas, ya que solo utiliza especies epigeas, pero apunta a la existencia de un grupo de bacterias simi-
lares para cada especie, independientemente de la dieta. Por lo tanto, ya que por estudios de Thakuria et 
al. (2010) solo existen diferencias en composición y diversidad de bacterias con las categorías ecológicas de 
anécicas y endogeas, se ha tenido en cuenta este estudio de Gómez-Brandón et al. (2012) sobre la categoría 
ecológica de epigeas, para aumentar el conocimiento sobre las interacciones de bacterias con las lombrices 
de esta categoría ecológica. Así pues, es importante este estudio realizado debido a que podemos profun-
dizar en los cambios de composición y diversidad de las bacterias intestinales y la importancia del efecto 
de distintas categorías ecológicas de lombrices de tierra (epigeas y anécicas) que son menos estudiadas 
que las endogeas por la bibliografía actual y además, son las que mejor descomponen la materia orgánica 
de los estiércoles ganaderos que aquí se estudian. Por lo tanto, según la mayoría de estudios realizados, 
la categoría ecológica de lombriz  y las diferencias en su sistema digestivo: diferente complejo enzimático, 
distinta morfología y condiciones físico-químicas que poseen (Wu, 1939; Perel, 1977; Breidenbach, 2002; 
Thakuria et al., 2010) son las que seleccionan las bacterias dentro del intestino. Por esto, podemos plan-
tear la hipótesis de que podría existir un grupo de bacterias comunes debido a la categoría ecológica de 
lombriz qué está siendo controlada por la especies de lombrices de una misma categoría y está formando 
el microbioma intestinal básico de las mismas, independientemente de la especie de lombriz estudiada.
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Las relaciones evolutivas de los hábitos de comida y excavación entre las especies de lombrices y su mi-
crobiota intestinal no han sido bien definidas aun. Sin embargo, estudios actuales con otros animales, ha 
determinado que existe una comunidad bacteriana asociada al intestino de los distintos animales; espon-
jas tropicales (Schmitt et al., 2012) y abejas de la miel (Moran et al., 2011), por lo que podemos esperar que 
exista un perfil de microbiota asociada al intestino de las distintas especies de lombrices que pertenezcan 
a una misma categoría ecológica como hemos comentado anteriormente. Esta microbiota propia mejor 
adaptada al intestino de cada categoría ecológica de lombriz podría estar implicada en el metabolismo de 
la misma, y en los procesos de descomposición de la materia orgánica. Los procesos digestivos que realizan 
las distintas especies de lombrices según su alimentación (categoría ecológica), pueden contribuir al esta-
blecimiento de unas bacterias propias que tienen una historia evolutiva común con sus categorías ecoló-
gicas correspondientes, confiriéndole a su huésped lombriz determinadas propiedades bioquímicas dentro 
del intestino (Lattaud et al., 1998). Por lo tanto, aunque podría haber diferencias en composición y diver-
sidad bacteriana entre especies de lombrices de la misma categoría ecológica se esperaría una tendencia 
clara por selección natural al establecimiento de unas bacterias propias mejor adaptadas a las especies de 
lombrices de la misma categoría ecológica de lombrices que de otra (Thakuria et al., 2010). Estos últimos 
estudios de Thakuria et al. (2010), ponen de manifiesto el papel de las lombrices de tierra en el contexto 
evolutivo, que permite establecer qué composición y diversidad de bacterias estará mejor adaptada a los 
distintos sistemas digestivos de las lombrices (según la categoría ecológica estudiada). Y a su vez, estas 
diferente composición y diversidad de bacterias estarán modificando el microbioma intestinal básico de 
las lombrices que permitirá llevar a cabo procesos digestivos diferentes durante la descomposición de la 
materia orgánica y reciclado de nutrientes. Es decir, permitirá establecer diferentes patrones de diversidad 
bacteriana con los intestinos de las distintas categorías ecológicas de lombrices (anécicas y endogeas).
Por todo esto, aunque podría existir un efecto de la especie de lombriz estudiada en los cambios de com-
posición bacteriana como ocurre en los estudios con otros animales donde los factores dieta, filogenia del 
huésped y morfología del sistema digestivo de los mamíferos parece ser los causantes de los cambios de 
composición bacteriana en el pasado (Ley et al., 2008; Ochman et al., 2010) y esto también ocurre en estu-
dios con lombrices aunque de menor resolución de Gómez-Brandón et al. (2012) y Lores et al. (2006), donde 
el efecto de la especie de lombrices está afectando a los cambios de composición y estructura de bacterias 
intestinales medidas con perfiles de fosfolípidos de membrana (PLFAs), no podemos establecer que este 
factor sea el que más impacto tenga en los cambios de composición y diversidad bacteriana intestinal de 
las especies de lombrices estudiadas debido a que la falta de especies de lombrices de otras categorías 
que no se encuentran estudiadas en estos estudios. Igual que los estudios de Jolly et al. (2003) donde 
existe contacto físico entre los filamentos de bacterias y las paredes intestinales de distintas especies de 
lombrices L. terrestris y O. lacteum, que podría hacernos pensar que existe una microbiota intestinal mejor 
adaptada a estas especies de lombrices, pero también existe la posibilidad de que se deba a la categoría 
ecológica diferente a la que pertenecen.
Por lo tanto, aún queda mucho por conocer sobre el  papel de las especie de lombrices en la descom-
posición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes del medio. Y se necesitan más estudios para 
determinar cómo afecta el factor filogenia o especie sobre los cambios de composición y diversidad bacte-
riana intestinal y si su influencia es debida a la posible evolución de las bacterias con los intestinos de las 
115
Capítulo 2
distintas especies de lombrices por separado (coevolución) o el papel de la lombriz es pasivo y como dice 
la bibliografía general, son las propias condiciones del intestino y sus distintos procesos digestivos por 
categoría ecológica las que determinan estas interacciones bacteria-lombriz (por convergencia adaptativa 
de las bacterias de la dieta a los sistemas digestivos distintos de las categorías ecológicas de lombrices 
durante la evolución).
Por esto, este estudio intenta conocer si existen cambios en la composición y diversidad a y β de las 
comunidades bacterianas en las deyecciones de distintas especies de lombrices que pertenecen a dis-
tintas categorías ecológicas: anécicas (Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris) y epigeas (Eisenia andrei 
Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus) ya que existen estudios con otras técnicas moleculares que 
los observan (Postma-Blaauw, et al., 2006, Thakuria et al., 2010). Y finalmente, si existe una composición 
básica común al intestino y deyecciones de todas las especies de lombrices que es específica de cada ca-
tegoría ecológica de lombriz (anécicas y epigeas, respectivamente), independientemente de las especies 
de lombrices estudiadas.
2.2. Material 
2.2.1. Lombrices y sustrato utilizado
Se utilizaron distintas especies de lombrices de tierra de distinta categoría ecológica: anécicas (Lumbricus 
friendi, L. terrestris), epigeas (Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei) se recogieron de 
distintos cultivos montados en la Facultad de Biología de la Universidad de Vigo en las mismas condicio-
nes de temperatura que los demás cultivos (20ºC) y se mantienen con una dieta de estiércol de caballo. 
El estiércol de caballo se congeló a -20 ºC, para evitar posibles contaminaciones debidas a la presencia de 
capullos y lombrices en los mismos. Tras 2 días, se descongeló, se homogenizó y se almacenó en la cámara 
de frío a Tª ambiente junto a los demás cultivos montados.
2.2.2. Diseño experimental
Se recogieron 10 lombrices adultas de cada especie de lombriz Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, Den-
drobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei que vivía en sus cultivos respectivos comiendo 
estiércol de caballo y se dispusieron en placas Petri (5 especies x 10 réplicas, N=50). Las placas se montaron 
con ¼ de estiércol y ¾ de vermicompost de cama de cada cultivo (este vermicompost se obtenía del res-
pectivo cultivo donde se recogían cada especie de lombriz) y se almacenaron a 20ºC en la cámara de cultivo. 
Para las especies L. terrestris y L.friendi se utilizaron las camas de suelo, en vez de vermicompost, ya que 
era el medio donde se recogieron estas lombrices y con los que se montó los respectivos cultivos. Cada 
semana se le daba de comer a las lombrices en placa Petri el estiércol de caballo ad libitum. 
2.2.3. Obtención de muestras: deyecciones de las lombrices clasificadas a ni-
vel de categoría ecológica en: anécicas (Lumbricus friendi y Lumbricus terres-
tris) y epigeas (Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei).
Para obtener las deyecciones, se siguió el protocolo de Gómez-Brandón et al. (2011) con algunas modifica-
ciones. Según este protocolo, tres días después de darles comida se retiraron las lombrices de sus placas y 
se lavaron 3 veces con agua destilada. Se dispuso cada lombriz en una placa Petri estéril con papel de filtro 
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humedecido en su base y otro cubriendo la lombriz. Tras 24 horas a 20ºC, se recogieron las deyecciones de 
todas las lombrices con una espátula estéril y se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5 ml. Las lombrices 
de cada especie se retiraron del papel de filtro y se volvieron a colocar en sus placas con su comida de 
estiércol de caballo correspondiente. Desde la puesta de lombrices en placas Petri con filtros humedecidos 
hasta la recogida de deyecciones tras 24 horas a 20ºC se utilizaron las mismas condiciones de esterilidad 
dentro de la cabina de flujo anteriormente descrito. Las deyecciones de cada especie de lombriz Se trans-
firieron a tubos eppendorf de 1,5 ml autoclavados con la espátula dentro de la cabina de flujo laminar y si 
la lombriz interfería en la recogida de deyección, se utilizaban las pinzas para apartarla. Una vez recogidas 
las deyecciones en los eppendorf correspondientes, se devolvieron las lombrices a sus placas Petri con 
su estiércol de caballo correspondiente. Esto se realizaba tras cada recogida de deyecciones para que las 
lombrices comieran otra vez estiércol de caballo y se pudiera continuar la recogida de deyecciones hasta 
alcanzar la cantidad necesaria para la extracción de ADN (0,25 g).  
Finalmente, los tubos eppendorf con deyecciones de cada lombriz se almacenaron a -80ºC hasta la 
siguiente recogida de muestra. Este protocolo se repitió 10 veces hasta alcanzar los 0,25 g de deyecciones. 
Tras sacar cada vez las muestras de deyecciones del congelador a -80ºC para recoger más deyecciones, 
se tuvo en cuenta que las condiciones de temperatura no cambiaran. Siguiendo a Cardona et al. (2012) se 
mantuvieron las muestras de deyecciones en hielo para evitar que se descongelaran las muestras y que 
se degradara el ADN por los cambios de congelación y descongelación. Finalmente, se almacenaron las 
muestras de deyecciones a -80ºC hasta la extracción de ADN.
2.3. Métodos
2.3.1. Extracción de ADN.
La extracción de ADN Se realizó con el kit de extracción PowerSoil DNA Isolation (Mobio Laboratorios Inc., 
Carlsbad, USA) aplicando las modificaciones del protocolo del lisis del kit y el método de concentración del 
ADN del mismo explicadas en apartados anteriores del material y métodos general. Finalmente, una vez 
extraído el ADN, se almacenaron las muestras a -80ºC.
2.3.2.Pirosecuenciación del ADN.
Tras la extracción de ADN de las muestras, se realizó el siguiente análisis molecular de pirosecuenciación 
con un volumen de 10 µl de ADN concentrado. Todas las muestras con ADN extraído fueron enviadas a 
Brigham Young University (Utah, EEUU) para ser pirosecuenciadas con un pirosecuenciador 454 Roche GS 
FLX+ Titanium. De este se obtienen los datos en archivos sff que son utilizados para posteriores análisis 
bioinformáticos que eliminan los posibles errores derivados de  la técnica, limpiando así el ADN de las 
muestras y se utilizan a su vez, para analizar la diversidad y composición bacteriana de las muestras a 
niveles distintos (filogenético y taxonómico).
2.3.3. Análisis bioinformático.
Las secuencias de ADN recogidas tras el análisis de pirosecuenciación con el 454 Roche FLX+ Titanium 
fueron procesadas con las herramientas informáticas de MOTHUR (Schloss et al., 2009) para posteriores 
análisis estadísticos de la composición y diversidad de bacterias asociadas a las muestras de deyecciones 
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de las lombrices Lumbricus friendi, L. terrestris, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei 
que comen estiércol de caballo.
Para empezar, debido a la gran cantidad y tamaño de datos generados por la técnica de pirosecuen-
ciación y a los errores que se pueden haber generado tras este tipo de análisis, se necesitan programas 
informáticos que reduzcan estos errores y ayuden a limpiar, agrupar, clasificar las secuencias antes de ser 
utilizadas para determinar la composición y la a y β diversidad bacteriana de la muestras de las especies 
de lombrices Lumbricus friendi, L. terrestris, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei. La 
herramienta informática que se utilizó para llevar a cabo este trabajo fue el programa MOTHUR (Schsloss, 
et al., 2009).
Se redujo el error de las secuencias, se procesaron, agruparon y clasificaron siguiendo los pasos descri-
tos en el material y métodos generales hasta el posterior análisis de composición y diversidad.
Para realizar el análisis de composición y diversidad se generaron los OTUs al 97% de similaridad y se 
clasificaron taxonómicamente. A partir de aquí realizamos una descripción de las comunidades bacte-
rianas a nivel taxonómico de Filo. Además se realizaron los análisis de composición y diversidad (a y β) 
tanto a nivel filogenético como a nivel taxonómico con medidas cuantitativas y cualitativas de las comu-
nidades bacterianas intestinales de las distintas especies de lombrices que se alimentaba de estiércol 
de caballo siguiendo el tutorial del programa MOTHUR (Schloss et al., 2009), como bien está detallado 
en el material y métodos general. Además, se utilizaron las secuencias de los archivos .fasta, .groups y 
.names generados por el comando trim.seqs que contenían todas las secuencias de las deyecciones de las 
distintas lombrices alimentadas con estiércol de caballo para generar una agrupación de estas secuencias 
por especies de lombrices y categoría ecológica de las lombrices utilizando el comando merge.files del 
programa MOTHUR (Schloss et al., 2009). Con los archivos generados por este comando de merge.files: 
especies.names, especies.fasta y especies.groups se realizaron los posteriores análisis de composición y 
diversidad bacteriana sobre las deyecciones de las distintas especies de lombrices agrupadas por especie 
y por categoría ecológica de lombrices Lumbricus friendi, L. terrestris, Dendrobaena hortensis, Perionyx 
excavatus y Eisenia andrei en: anécicas (Lumbricus friendi, L. terrestris) y epigeas (Dendrobaena hortensis, 
Perionyx excavatus y Eisenia andrei).
2.3.4. Análisis estadísticos.
Para analizar los cambios en la a-diversidad a nivel taxonómico (por OTUs) se aplicó un ANOVA y un test 
a posteriori de HSD Tukey para observar si existen cambios en los índices de riqueza (Chao y Sobs) y di-
versidad (Simpson y Shannon–Wiener) en las comunidades bacterianas de las deyecciones las distintas 
lombrices alimentadas con estiércol de caballo. Los cambios en la a-diversidad filogenética se analizaron 
de la misma manera sobre los valores del índice de Faith (1992). Para realizar estos análisis se utilizó el 
programa SPSS (versión 19.0). Además, para realizar el análisis de riqueza dentro de la a-diversidad a nivel 
taxonómico se realizó una curva de coleccionista donde se representó el número de OTUs en función del 
número de secuencias acumuladas. Este análisis se realizó con el programa MOTHUR.
Para estudiar la β-diversidad taxonómica y filogenética, se generaron matrices de distancias con ín-
dices cuantitativos (Bray-Curtis y weighted Unifrac) y cualitativos (Jaccard y unweighted Unifrac) que se 
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utilizaron para visualizar la β-diversidad. Además se realizaron AMOVAs (análisis de varianza molecular) 
con estas matrices para comprobar si la separación entre las muestras observada en los PCoAs es esta-
dísticamente significativa. Estos análisis se realizaron con el programa MOTHUR. Además, tras el análi-
sis de coordenadas principales (PCoAs) que determina las diferencias en la estructura de la comunidad 
bacteriana tras el tránsito de una misma dieta de estiércol de caballo a través del intestino de distintas 
especies de lombrices de categoría ecológica diferente: lombrices anécicas (Lumbricus friendi, L. terrestris) 
y epigeas (Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus y Eisenia andrei), se realizó un análisis de correlación 
para saber qué OTUs son los responsables del movimiento de las muestras de deyecciones según las es-
pecies de lombrices y categorías ecológicas de las mismas hacia un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los 
análisis de coordenadas principales (PCoAs). El resultado es una matriz donde para cada OTU tenemos la 
ρ de Spearman (coeficiente de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs 
con valores de p-valor que son significativos (<0.05), tienen un peso importante dentro cada eje, lo que 
indica que muestras con esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la abundancia y/o presencia 
(índices cuantitativos o cualtitativos) de los OTUs.
Además, se realizó un análisis de composición bacteriana a nivel taxonómico para observar si existían 
cambios en la composición de bacterias debido a diferencias significativas entre especies de lombrices y 
debido a la distinta agrupación de las lombrices por categoría ecológica, ya que los procesos digestivos 
deberían ser diferentes entre categorías ecológicas de lombrices (anécicas y epigeas) y por esto, podría 
haber diferencias significativas entre la composición de bacterias relacionadas con las categoría ecológica 
de lombrices. Para llevar a cabo este análisis se aplicó una ANOVA y un test a posteriori de HSD de Tukey y 
para realizar estos análisis se utilizó el programa estadístico SPSS (versión 19.0). En el caso de que las va-
riables, filos de bacterias no eran homogéneas, ni normales se aplicó un MLZ (modelo lineal generalizado) 
con distribución LogPoisson, y test de todos los efectos con X2 de Wald, utilizando el programa estadístico 
STATISTICA (versión 10.0). Se comprobó que el modelo estaba bien ajustado con una X2 de Pearson, cuyos 
valores de p fueron significativos (p<0.05).
2.4. Resultados
2.4.1. Composición de bacterias a nivel taxonómico de Filo en las deyec-
ciones de de las lombrices clasificadas por categorias ecológicas: anécicas 
(Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris), epigeas (Eisenia andrei, Dendro-
baena hortensis y Perionyx excavatus). 
Como se puede observar en las figuras 1 y 2, las especies de lombrices parecen tener un papel muy impor-
tante en la formación de las comunidades bacterianas intestinales. De hecho, hay varios filos de bacterias 
cuya abundancia depende enormemente de las especies de lombrices. Así la abundancia de bacterias del 
filo Bacteroidetes (ANOVA F
4,16
=7,92, P=0,017) son significativamente diferentes en las muestras de de-
yecciones de Lumbricus terrestris y Eisenia andrei (P<0,001); Lumbricus friendi y Eisenia andrei (P=0,001); 
Dendrobaena hortensis y  Eisenia andrei (P<0,001), Perionyx excavatus y Eisenia andrei (P=0,001). La abun-
dancia de bacterias del filo Firmicutes (ANOVA F
4, 16
=19,77, P= 0,013) son significativamente diferentes en 
las muestras de deyecciones de Lumbricus terrestris y Lumbricus friendi (P=0,044); Lumbricus terrestris 
y Dendrobaena hortensis (P=0,001); Lumbricus terrestris y Perionyx excavatus (P=0,002) y Lumbricus te-
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rrestris y Eisenia andrei (P<0,001). También las abundancias del filo Acidobacteria (ANOVA F
4,16
=3,385, 
P=0,035) son significativamente diferentes entre muestras las deyecciones de Lumbricus terrestris y Eise-
nia andrei (P=0,029). A su vez, las abundancias de bacterias del filo Planctomycetes (ANOVA F
4,16=
 318,53 
P<0,001) son significativamente diferentes en las deyecciones de Lumbricus terrestris y Eisenia andrei 
(P<0,001); Lumbricus friendi y Eisenia andrei (P<0,001); Dendrobaena hortensis y Eisenia andrei (P<0,001). 
Por otro lado, las abundancias de TM7 (ANOVA F
4,16
=5,493, P=0,006) son significativamente diferentes 
también en las deyecciones de Lumbricus terrestris y Dendrobaena hortensis (P=0,011); Dendrobaena hor-
tensis y Perionyx excavatus (P=0,048); Perionyx excavatus y Eisenia andrei (P=0,006). Finalmente, las 
abundancias del filo Unclassified (ANOVA, F 
4,16
=3,154, P=0,031) presentan diferencias significativas en las 
deyecciones de las especies de lombrices Lumbricus friendi y Eisenia andrei (P=0,023). 
Por otro lado, las abundancias de comunidades de bacterias también difieren según la categoría ecoló-
gica de lombriz (anécicas o epigeas). Si observamos la figura 3, encontramos que existen estas diferencias 
significativas entre categorías de lombrices: anécicas (Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris), epigeas 
(Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus). Así pues, encontramos varios filos que de-
penden de la categoría ecológica de lombriz estudiada: Firmicutes (ANOVA, F
1, 19
=26,35, P<0,001); Pro-
teobacteria (ANOVA, F 
1,19




Figura 1. Composición de Filo de bacterias a nivel taxonómico entre diferentes especies de lombrices de la misma 
categoría ecológica epigeas. Grupo común de bacterias entre las especies de lombrices epigeas (Eisenia andrei, P. 
excavatus y D. hortensis).
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Figura 2. Composición de Filo de bacterias a nivel taxonómico entre distintas especies de lombrices de la misma 
categoría ecológica anécicas. Grupo común de bacterias entre las especies de lombrices anécicas (L. terrestris y L. 
friendi).




Para comprobar la existencia de bacterias comunes  entre las especies de la misma categoría ecológica, 
se utilizó el comando venn con las especies de cada categoría ecológica para obtener dos archivos diferen-
tes, uno; final.an.0.03.subsample.merge.0.03.sharedsobs.d-e-Pe.svg y otro el final.an.0.03.subsample.
merge.0.03.sharedsobs.lt-lf.svg que se abrirán con el programa GIMP y se visualizarán con un diagrama 
de Venn para cada categoría ecológica estudiada. En la figura 4 se puede observar que hay 48 OTUs que 
aparecen en las deyecciones de las especies de lombrices epigeas (P. excavatus, D. hortensis y E. andrei) 
independientemente de la especie de lombriz estudiada y constituyen el grupo de bacterias intestinales 
común de esta categoría ecológica de lombriz de tierra (Figura 4). Estos OTUs comunes a todas las deyec-
ciones de las tres especies de lombrices epigeas fueron clasificados taxonómicamente a nivel de Filo y se 
muestran en la figura 1. Podemos ver que mayoritariamente este núcleo común de bacterias está forma-
do por bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria (79%), Actinobacteria (16%), con contribuciones 
menores de Firmicutes (3%),  Verrucomicrobia (2%), y bacterias sin clasificar “Unclassified” (0,2%). Hay que 
resaltar que algunos de estos Filos aumentan como Proteobacteria, Actinobacteria y Verrucomicrobia y 
otras disminuyen  como Firmicutes, y sin clasificar “Unclassified”, en relación a las especies de lombrices 
epigeas estudiadas por separado (Figura 1).
Figura 4. Diagrama de Venn sobre matrices de distancia a una distancia 0.03 entre abundancias relativas de OTUs 
agrupados por especies de lombrices epigeas (Pe: Perionyx excavatus, e:Eisenia andrei, d:Dendrobaena hortensis). 
La riqueza compartida entre especies es de 48 OTUs.
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En la figura 5 de la categoría ecológica epigeas se pueden observar que hay 108  OTUs que aparecen en 
las deyecciones de las especies de lombrices anécicas (L. terrestris y L. friendi), independientemente de 
la especie de lombriz estudiada por separado. Estas bacterias constituyen el grupo común de bacterias 
entre las lombrices de tierra de la misma categoría ecológica anécicas (Figura 5). Estos OTUs comunes 
que forman las bacterias comunes a las lombrices anécicas fueron clasificados taxonómicamente a nivel 
de Filo y se muestran en la figura 2. Podemos ver que mayoritariamente este núcleo común de bacterias 
está formado por algunas bacterias pertenecientes a los filos Firmicutes (43%), Actinobacteria (28%), 
Proteobacteria (25%) y TM7 (12%) y en menor medida pertenecientes a los filos Verrucomicrobia (3%), 
Unclassified (0,83%) y Acidobacteria (0,15%). Hay que resaltar que existe una composición de bacterias 
comunes en las epigeas como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Verrucomicrobia pero que se 
encuentran en mayor abundancia en las anécicas como es el caso de los filos como Firmicutes, Actinobac-
teria y Verrucomicrobia (Figura 2).
Figura 5. Diagrama de Venn sobre matrices de distancia a una distancia 0.03 entre abundancias relativas de OTUs 
agrupados por especies de lombrices anécicas (lf: Lumbricus friendi, lt: Lumbricus terrestris). La riqueza compartida 
entre especies es de 108 OTUs.
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2.4.2. Estima de la a-diversidad de las bacterias en las deyecciones de las 
lombrices clasificadas por categorias ecológicas: anécicas (Lumbricus frien-
di, L. terrestris), epigeas (Eisenia andrei Dendrobaena hortensis, Perionyx ex-
cavatus). Curvas de rarefacción, índices de riqueza (Chao y Sobs) y diversi-
dad taxonómica (Simpson y Shannon-Wiener) y filogenética (Faith).
La curva de coleccionista nos informa de cómo de bien hemos muestreado nuestras muestras, midiendo 
cómo cambia el número de OTUs en función del número de secuencias. Según la forma de la curva de 
coleccionista determinamos si el esfuerzo de muestreo (el porcentaje de secuencias muestreadas) fue 
suficiente para estimar/calcular la riqueza de la composición bacteriana en las muestras de deyección de 
las especies de lombrices (anécicas: Lumbricus friendi, L. terrestris, epigeas: Eisenia andrei, Dendrobaena 
hortensis y Perionyx excavatus) fue suficiente o estuvo mal muestreada tanto por especie de lombriz, 
como de categoría ecológica. La curva parabólica es la que nos da información de que hemos muestreado 
bien porque llega a un límite de saturación donde no se pueden encontrar más OTUs nuevos aunque se 
aumente el número de secuencias. Como podemos ver en la Figura 6 y Figura 7, no hemos muestreado 
bien las deyecciones de las especies de lombrices, ni las deyecciones de las lombrices clasificadas por cate-
goría ecológica ya que en el control adicional de la cobertura de las secuencias encontramos que los valores 
están entre 85%-96% un poco por debajo del valor umbral esperado que es 97%. Ya que la cobertura de 
la mayoría de mis muestras no estuvo por encima del 97%, valor tomado como referencia de un esfuerzo 
de muestreo suficiente (Schloss et al., 2009), nos faltarían más muestras para determinar un porcentaje 
de secuencias suficientes en el muestreo y contar con la riqueza mínima esperada en nuestros análisis de 
alfa diversidad.
Figura 6. Curva de coleccionista de riqueza observada en deyecciones de las especies de lombrices de distina ca-
tegoría ecológica (Epigeas y Anécicas). Nº OTUs observados sobre el nº secuencias totales de los OTUs agrupados 
a una distancia de 0.03 entre las muestras por el método de nearest-neigbor. 
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A nivel de a-diversidad taxonómica, no se encontró efecto de las especies de lombrices en los índices de 
riqueza y diversidad (Sobs, ANOVA F
4,16
=2,12, P=0,125; Chao, ANOVA F
4,16
=2,32, P=0,101; Shannon-Wiener, 
ANOVA F 
4,16
=1,94, P= 0,151; simpson, ANOVA F 
4,16
= 2,62, P= 0,074). Aunque sí que existen diferencias por 
categoría ecológica en la a-diversidad medida con el índice de riqueza (Chao, ANOVA F
1,19
=17,77, P=0,001), 
el resto de índices de riqueza (índice Sobs) y diversidad (shannon y simpson) no presentan diferencias sig-
nificativas dentro de cada categoría de lombriz (sobs, ANOVA F
1,19
=1,67, P=0,212; Shannon-Wiener, ANOVA 
F
1,19
=3,87, P=0,064 y simpson, ANOVA F
1,19
=3,612, P=0,073). Aunque solo sea un índice de riqueza (índice 
Chao) tenemos diferencias dentro de cada categoría (anécicas y epigeas) donde se observa un aumento 
de riqueza de OTUs de filos de bacterias en anécicas que en epigeas, como podemos observar en los re-
sultados (Figura 8). Por otro lado, tampoco hubo diferencias en la diversidad filogenética entre especies 
(Faith, ANOVA F
4,16




Figura 7. Curva de coleccionista de riqueza observada en deyecciones de las especies de lombrices (Dendrobaena 
hortensis, Eisenia andrei, Lumbricus terrestris, Lumbricus friendi y Perionyx excavatus). Nº OTUs observados sobre 




2.4.3. Estudio de la β-diversidad filogenética y taxonómica de las comuni-
dades bacterianas en las deyecciones de las lombrices clasificadas por cate-
gorias ecológicas: anécicas (Lumbricus friendi, L. terrestris), epigeas (Eisenia 
andrei, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus).
2.4.3.1 Cambios en la β-diversidad taxonómica de las comunidades bacteria-
nas de las deyecciones de las diferentes especies de lombrices de tierra. Análi-
sis cuantitativo (Bray-Curtis) y cualitativo (Jaccard). Análisis de los cambios por 
PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre matrices de OTUs y ejes de los PCoA.
Como se puede observar en las figuras 9 (PCoA cuantitativo) y 10 (PCoA cualitativo) las comunidades 
bacterianas de las deyecciones de las distintas especies de lombrices tienen diferente estructura (cuan-
titativo) y composición (cualitativo). De hecho existen diferencias significativas entre las comunidades 
bacterias de las deyecciones de las distintas especies de lombrices (Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, 
Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis y Perionyx excavatus) comiendo estiércol de caballo, tanto a nivel 
cuantitativo (teniendo en cuenta la abundancia de las bacterias) (AMOVA, F
 4,16
=5,94 P<0,001) (Figura 9), 
como a nivel cualitativo (presencia/ausencia de bacterias; AMOVA, F 
4,16
=2,12 P <0,001) (Figura 10). Ade-
más, sobre las AMOVAs realizada sobre las abundancias de comunidades de bacterias a nivel taxonómico 
existen diferencias significativas en todas las comparaciones por pares, excepto en las comparaciones L. 
friendi y L. terrestris, AMOVA, F 
1,7
 =1,46, P=0,315 y P. excavatus y L. friendi, AMOVA, F 
1,7 
=1,50, P=0,092. 
Y también, sobre la AMOVAs realizadas sobre la presencia de bacterias existen diferencias significativas 
Figura 8. Diferencias de a-diversidad taxonómica sobre el índice de Chao en las distintas categorías ecológicas 
(anécicas y epigeas) de las distintas especies de lombrices.
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en todas las pruebas por pares, excepto en las comparaciones P. excavatus y L. friendi, AMOVA, F 
1,7
 =1,56, 
P=0,113 y L. terrestris y L. friendi, AMOVA, F 
1,7
=1,08, P=0,213.
Figura 9. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cuantitativa de las comunidades bac-
terianas presentes en las deyecciones de la lombrices de tierra alimentadas Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, 
Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis y Perionyx excavatus alimentadas con una misma dieta de estiércol de caballo.
Figura 10. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cualitativa de las comunidades bacteria-
nas presentes en las deyecciones de las especies de lombriz de tierra Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, Eisenia 
andrei, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus alimentadas con una misma dieta de estiércol de caballo.
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Tras el análisis de coordenadas principales que determina las diferencias en la estructura de la comu-
nidad bacteriana tras el tránsito del estiércol de caballo a través de los intestinos de las lombrices Lum-
bricus friendi, Lumbricus terrestris, Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis y Perionyx excavatus se realizó 
un análisis de correlación para saber qué OTUs son los responsables del movimiento de las muestras de 
deyecciones de estas especies de lombrices hacia un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los análisis de 
coordenadas principales (PCoAs). Estos análisis se hicieron tanto a nivel taxonómico como filogenético 
con índices cuantitativos (taxonómicos: Bray-Curtis y filogenéticos: weighted Unifrac) y cualitativos (ta-
xonómicos: Jaccard y filogenéticos: unweighted Unifrac). Para realizar este análisis de correlación a nivel 
taxonómico cuantitativo se aplicó el comando corr.axes, que necesita una tabla de OTUs (en nuestro caso 
la tabla rarefaccionada) y los valores de las puntuaciones de cada una de nuestras muestras en cada uno 
de los ejes del PCoA. El resultado es una matriz donde para cada OTU tenemos la ρ de Spearman (coefi-
ciente de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs con valores de p-valor 
que son significativos (<0,05), tienen un peso importante dentro cada eje, lo que indica que muestras con 
esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la abundancia o presencia (cuantitativo y cualitativo 
respectivamente) de los OTUs. Así, según el coeficiente de spearman sea positivo o negativo las muestras 
se distribuirán más hacia la derecha (valores positivos) o izquierda del eje 1 (valores negativos) o  hacia 
arriba (valores positivos) o abajo (valores negativos) del eje 2. Además de cada OTU tenemos su clasifi-
cación taxonómica, lo que nos permite mostrar que Filos  (o Clases, Órdenes, Familias o Géneros) están 
contribuyendo a la separación de las muestras en nuestros PCoAs. 
Así, para el PCoA taxonómico cuantitativo (Bray-Curtis) podemos ver que el eje 1 separa las especies de 
E. andrei del resto de especies de lombrices. Así, las muestras de E. andrei se separan del resto de filos de 
bacterias en el eje 1 debido principalmente a cambios en la abundancia de OTUs que pertenecen a los filos 
Proteobacteria (34%) (menos 5 OTUs que correlacionan negativamente con el eje), Bacteroidetes (11%), 
TM7 (3%) y las bacterias sin clasificar “Unclassified” (2%). En unos casos, por las altas abundancias y en 
otros por las bajas. Al contrario, las muestras de L. terrestris y demás especies de lombrices se separan de 
E. andrei por cambios de abundancia de OTUs que pertenecen a los filos Firmicutes (26%) que mayoritaria-
mente presenta correlaciones negativas con este eje (Tabla 1). En menor medida OTUs que pertenecen a 
los filos Actinobacteria (21%) (menos 4 OTUs que correlacionan positivamente con este eje), Acidobacteria 
(2%), bacterias sin clasificar “Unclassified” (2%) y TM7 (3%) también correlacionan negativamente con el 
eje y separan estas muestras debido a las bajas abundancias.  En el eje 2, que separa las especies de lom-
brices E. andrei y L. terrestris de las otras especies de lombrices, las muestras se separan principalmente 
por cambios en la abundancia de OTUs pertenecientes a los filos Bacteroidetes (9%) (todos los OTUs me-
nos uno que correlaciona positivamente) y los filos sin clasificar “Unclassified” (1/2 de OTUs correlacionan 
en negativo con este eje, y la otra 1/2 de OTUs en positivo) correlacionan negativamente con este eje 2. Al 
contrario el resto de filos Acidobacteria (2%), Actinobacteria (21%) (todos los OTUs menos uno correlacio-
nan positivamente con el eje), Firmicutes (3%), Proteobacteria (43%) y Cloroflexi (2%) correlacionan posi-
tivamente con el eje 2 (Tabla 2), indicando que hay un enriquecimiento del resto de especies de lombrices 
(L. friendi, D. hortensis y P. excavatus) respecto a las especies E. andrei y L. terrestris de estos OTUs. Hay 
que destacar que los OTUs que correlacionan de manera significativa son diferentes para cada eje (salvo 8 
OTUs de Proteobacteria, 5 OTUs de Bacteroidetes, 3 OTUs de Actinobacteria y uno de Firmicutes).
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Tabla 1. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis).
OTU ρ  de Spearman Valor de P Filo Bacteria
Otu0092 -0,45 0,042 Acidobacteria
Otu0011 0,47 0,031 Actinobacteria
Otu0031 -0,66 0,001 Actinobacteria
Otu0051 -0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0065 -0,58 0,006 Actinobacteria
Otu0080 -0,65 0,001 Actinobacteria
Otu0089 0,54 0,012 Actinobacteria
Otu0107 0,61 0,003 Actinobacteria
Otu0110 -0,47 0,032 Actinobacteria
Otu0113 -0,60 0,004 Actinobacteria
Otu0152 0,54 0,012 Actinobacteria
Otu0282 -0,48 0,027 Actinobacteria
Otu0314 -0,45 0,039 Actinobacteria
Otu0427 -0,51 0,019 Actinobacteria
Otu0027 0,64 0,002 Bacteroidetes
Otu0029 0,73 0,001 Bacteroidetes
Otu0054 0,61 0,003 Bacteroidetes
Otu0066 0,67 0,001 Bacteroidetes
Otu0076 0,48 0,028 Bacteroidetes
Otu0095 0,53 0,013 Bacteroidetes
Otu0184 0,51 0,018 Bacteroidetes
Otu0002 -0,74 0,000 Firmicutes
Otu0013 -0,75 0,001 Firmicutes
Otu0014 -0,45 0,043 Firmicutes
Otu0023 -0,61 0,003 Firmicutes
Otu0046 -0,58 0,006 Firmicutes
Otu0047 -0,87 0,000 Firmicutes
Otu0049 -0,55 0,010 Firmicutes
Otu0061 -0,59 0,004 Firmicutes
Otu0064 -0,59 0,005 Firmicutes
Otu0083 -0,60 0,004 Firmicutes
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Otu0098 -0,57 0,007 Firmicutes
Otu0134 -0,60 0,004 Firmicutes
Otu0149 0,50 0,022 Firmicutes
Otu0171 -0,45 0,043 Firmicutes
Otu0205 -0,45 0,041 Firmicutes
Otu0384 -0,49 0,024 Firmicutes
Otu0001 0,93 0,000 Proteobacteria
Otu0003 0,85 0,000 Proteobacteria
Otu0005 0,49 0,025 Proteobacteria
Otu0006 0,92 0,000 Proteobacteria
Otu0007 0,57 0,007 Proteobacteria
Otu0008 0,76 0,001 Proteobacteria
Otu0009 -0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0020 0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0025 0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0028 0,74 0,000 Proteobacteria
Otu0032 -0,47 0,030 Proteobacteria
Otu0035 -0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0041 0,57 0,007 Proteobacteria
Otu0060 0,63 0,002 Proteobacteria
Otu0075 0,50 0,023 Proteobacteria
Otu0084 -0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0091 -0,60 0,004 Proteobacteria
Otu0116 0,47 0,030 Proteobacteria
Otu0139 0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0160 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0502 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0144 0,50 0,021 TM7
Otu0280 -0,48 0,027 TM7
Otu0243 -0,46 0,038 unclassified
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Tabla 2. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis).
OTU ρ  de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0190 0,49 0,023 Acidobacteria 
Otu0011 0,56 0,010 Actinobacteria
Otu0012 0,52 0,015 Actinobacteria
Otu0016 0,76 0,000 Actinobacteria
Otu0018 0,60 0,004 Actinobacteria
Otu0019 0,70 0,000 Actinobacteria
Otu0037 0,60 0,004 Actinobacteria
Otu0059 0,46 0,038 Actinobacteria
Otu0087 0,46 0,036 Actinobacteria
Otu0107 -0,58 0,006 Actinobacteria
Otu0109 0,48 0,028 Actinobacteria
Otu0305 0,51 0,018 Actinobacteria
Otu0449 0,51 0,018 Actinobacteria
Otu0027 -0,54 0,011 Bacteroidetes
Otu0029 -0,71 0,000 Bacteroidetes
Otu0066 -0,60 0,004 Bacteroidetes
Otu0095 -0,53 0,013 Bacteroidetes
Otu0179 0,51 0,019 Bacteroidetes
Otu0214 0,44 0,047 Chloroflexi
Otu0014 0,49 0,025 Firmicutes
Otu0062 0,68 0,001 Firmicutes
Otu0004 0,59 0,005 Proteobacteria 
Otu0005 0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0008 -0,59 0,005 Proteobacteria
Otu0009 0,50 0,022 Proteobacteria
Otu0010 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0015 0,50 0,020 Proteobacteria
Otu0020 -0,69 0,001 Proteobacteria
Otu0022 0,51 0,017 Proteobacteria
Otu0025 -0,65 0,001 Proteobacteria
Otu0028 -0,56 0,009 Proteobacteria
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Otu0034 0,56 0,008 Proteobacteria
Otu0048 0,57 0,007 Proteobacteria
Otu0050 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0060 -0,62 0,003 Proteobacteria
Otu0078 0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0104 0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0139 -0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0141 0,47 0,034 Proteobacteria
Otu0152 -0,53 0,013 Proteobacteria
Otu0155 0,56 0,008 Proteobacteria
Otu0163 0,52 0,015 Proteobacteria
Otu0203 0,60 0,004 Proteobacteria
Otu0242 0,50 0,023 Proteobacteria
Otu0710 -0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0748 0,51 0,018 Proteobacteria
Otu0053 0,57 0,007 TM7
Otu0170 0,49 0,026 TM7
Otu0180 0,52 0,016 TM7
Otu0292 0,45 0,041 TM7
Otu0181 -0,60 0,004 TM7
Otu0077 0,65 0,001 TM7
Otu0118 0,58 0,006 Unclassified
Otu0184 -0,51 0,018 Unclassified
Otu0289 -0,46 0,038 Unclassified
Otu0079 0,70 0,000 Unclassified
Otu0017 0,71 0,000 Verrucomicrobia
Otu0063 0,68 0,001 Verrucomicrobia
De manera similar, para el PCoA taxonómico cualitativo (Jaccard) podemos ver que el eje 1 separa las 
especies de D. hortensis, E. andrei y P. excavatus de las especies de lombrices L. terrestris y L. friendi. Así, 
las muestras se van a separar en el eje 1 debido principalmente a cambios en presencia de OTUs que per-
tenecen al filo Proteobacteria que mayoritariamente presenta correlaciones positivas con este eje (Tabla 
3). Por lo tanto, las muestras de las especies D. hortensis, E. andrei y P. excavatus tienen una mayor pre-
sencia de determinados OTUs que pertenecen a los filos de Proteobacteria que las muestras de las otras 
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especies de lombrices. En menor medida se encuentran la presencia de OTUs del filo Bacteroidetes y filos 
sin clasificar “Unclassified” también correlacionados positivamente con este eje, al contrario que los OTUs 
que pertenecen al filo Firmicutes que son los que mayoritariamente presenta correlaciones negativas con 
este eje (Tabla 3) y separa las muestras de L. terrestris y L. friendi del resto de especies de lombrices. 
Además, también se encuentran los OTUs de filos de Cloroflexi, Actinobacteria (todos los OTUs menos 
3 OTUs) y Acidobacteria más correlacionados negativamente con este eje que el resto de bacterias. En el 
eje 2, que separa las especies de lombrices de E. andrei y L. terrestris de las otras especies de lombrices, 
las muestras se separan principalmente por cambios en la presencia de OTUs pertenecientes a los filos 
Bacteroidetes y en menor medida Proteobacteria (aunque solo sean 8 OTUs de 42 que hay en total los que 
estén correlacionados negativamente con el eje 2 (Tabla 4).  Por el contrario, los cambios en presencia de 
los OTUs de filos Actinobacteria, TM7 (todos menos un OTUs), Acidobacteria, Firmicutes, Cloroflexi, sin cla-
sificar “Unclassified” (todos menos 2 OTUs), Verrucomicrobia y Proteobacteria (34 OTUs de 42) están más 
correlacionados negativamente con el eje 2 (Tabla 4). Hay que destacar que los OTUs que correlacionan de 
manera significativa son diferentes para cada eje (salvo un OTU de Actinobacteria, 4 OTUs de Bacteroide-
tes, 10 OTUs de Bacteroidetes y uno de TM7).
Tabla 3. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA taxonómico cualitativo 
(Jaccard).
OTU ρ  de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0092 -0,56 0,008 Acidobacteria
Otu0205 -0,44 0,044 Acidobacteria
Otu0031 -0,70 0,004 Actinobacteria
Otu0044 -0,51 0,017 Actinobacteria
Otu0051 -0,66 0,001 Actinobacteria
Otu0065 -0,51 0,019 Actinobacteria
Otu0080 -0,66 0,001 Actinobacteria
Otu0087 -0,46 0,036 Actinobacteria
Otu0089 0,50 0,021 Actinobacteria
Otu0107 0,64 0,002 Actinobacteria
Otu0113 -0,59 0,005 Actinobacteria
Otu0160 0,45 0,038 Actinobacteria
Otu0280 -0,45 0,039 Actinobacteria
Otu0027 0,67 0,001 Bacteroidetes
Otu0029 0,74 0,000 Bacteroidetes
Otu0054 0,68 0,001 Bacteroidetes
Otu0066 0,65 0,001 Bacteroidetes
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Otu0076 0,51 0,019 Bacteroidetes
Otu0095 0,58 0,006 Bacteroidetes
Otu0243 -0,46 0,038 Chloroflexi 
Otu0002 -0,65 0,001 Firmicutes
Otu0013 -0,70 0,000 Firmicutes
Otu0023 -0,73 0,000 Firmicutes
Otu0046 -0,62 0,003 Firmicutes
Otu0047 -0,86 0,000 Firmicutes
Otu0049 -0,67 0,009 Firmicutes
Otu0061 -0,60 0,004 Firmicutes
Otu0064 -0,65 0,002 Firmicutes
Otu0083 -0,73 0,000 Firmicutes
Otu0090 -0,49 0,025 Firmicutes
Otu0093 -0,44 0,043 Firmicutes
Otu0098 -0,57 0,007 Firmicutes
Otu0134 -0,65 0,002 Firmicutes
Otu0140 -0,45 0,042 Firmicutes
Otu0384 -0,54 0,013 Firmicutes
Otu0427 -0,51 0,019 Firmicutes
Otu0001 0,86 0,000 Proteobacteria
Otu0003 0,83 0,000 Proteobacteria
Otu0006 0,90 0,000 Proteobacteria
Otu0007 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0008 0,79 0,000 Proteobacteria
Otu0009 -0,51 0,020 Proteobacteria
Otu0020 0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0025 0,65 0,002 Proteobacteria
Otu0028 0,79 0,000 Proteobacteria
Otu0032 -0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0035 -0,76 0,000 Proteobacteria
Otu0041 0,64 0,002 Proteobacteria
Otu0043 0,45 0,039 Proteobacteria
Otu0060 0,59 0,005 Proteobacteria
Otu0084 -0,60 0,004 Proteobacteria
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Otu0091 -0,56 0,008 Proteobacteria
Otu0120 -0,44 0,048 Proteobacteria
Otu0139 0,58 0,005 Proteobacteria
Otu0149 0,56 0,008 Proteobacteria
Otu0152 0,58 0,005 Proteobacteria
Otu0192 -0,50 0,023 Proteobacteria
Otu0229 -0,48 0,031 Proteobacteria
Otu0282 -0,46 0,039 Proteobacteria
Otu0502 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0710 0,46 0,038 Proteobacteria
Otu0184 0,48 0,026 unclassified
Tabla 4. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA taxonómico cualitativo 
(Jaccard).
OTU ρ  de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0214 0,44 0,047 Acidobacteria
Otu0012 0,51 0,017 Actinobacteria
Otu0016 0,68 0,001 Actinobacteria
Otu0019 0,61 0,003 Actinobacteria
Otu0037 0,45 0,041 Actinobacteria
Otu0107 -0,50 0,020 Actinobacteria
Otu0159 -0,45 0,039 Actinobacteria
Otu0181 0,61 0,003 Actinobacteria
Otu0186 0,51 0,019 Actinobacteria
Otu0029 -0,64 0,002 Bacteroidetes
Otu0066 -0,56 0,008 Bacteroidetes
Otu0076 -0,48 0,028 Bacteroidetes
Otu0095 -0,53 0,013 Bacteroidetes
Otu0211 0,62 0,003 Chloroflexi
Otu0163 0,51 0,019 Firmicutes
Otu0242 0,51 0,018 Firmicutes
Otu0257 0,56 0,008 Firmicutes
Otu0296 0,51 0,018 Firmicutes
Otu0187 0,51 0,019 Firmicutes
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Otu0005 0,66 0,001 Proteobacteria
Otu0007 0,47 0,033 Proteobacteria
Otu0008 -0,55 0,011 Proteobacteria
Otu0009 0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0010 0,47 0,030 Proteobacteria
Otu0015 0,60 0,004 Proteobacteria
Otu0020 -0,63 0,002 Proteobacteria
Otu0025 -0,53 0,013 Proteobacteria
Otu0028 -0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0034 0,67 0,001 Proteobacteria
Otu0039 0,52 0,016 Proteobacteria
Otu0043 0,62 0,003 Proteobacteria
Otu0045 0,61 0,003 Proteobacteria
Otu0048 0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0050 0,81 0,000 Proteobacteria
Otu0055 0,51 0,018 Proteobacteria
Otu0060 -0,58 0,005 Proteobacteria
Otu0072 0,54 0,010 Proteobacteria
Otu0073 0,49 0,023 Proteobacteria
Otu0074 0,62 0,002 Proteobacteria
Otu0078 0,67 0,001 Proteobacteria
Otu0097 0,51 0,018 Proteobacteria
Otu0102 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0104 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0123 0,65 0,002 Proteobacteria
Otu0124 0,61 0,003 Proteobacteria
Otu0127 0,51 0,019 Proteobacteria
Otu0130 0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0135 0,51 0,019 Proteobacteria
Otu0139 -0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0141 0,65 0,001 Proteobacteria
Otu0142 0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0151 -0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0154 0,47 0,033 Proteobacteria
Otu0160 0,51 0,019 Proteobacteria
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Otu0162 0,44 0,044 Proteobacteria
Otu0237 0,44 0,048 Proteobacteria
Otu0254 0,60 0,004 Proteobacteria
Otu0357 0,51 0,019 Proteobacteria
Otu0442 -0,45 0,039 Proteobacteria
Otu0486 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0487 0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0053 0,61 0,004 TM7
Otu0178 0,47 0,032 TM7
Otu0249 0,51 0,018 TM7
Otu0280 0,52 0,016 TM7
Otu0569 0,51 0,018 TM7
Otu0179 -0,68 0,001 TM7
Otu0077 0,52 0,015 TM7
Otu0118 0,58 0,005 Unclassified
Otu0150 0,53 0,014 Unclassified
Otu0156 0,57 0,007 Unclassified
Otu0182 -0,51 0,018 Unclassified
Otu0353 0,51 0,018 Unclassified
Otu0363 -0,45 0,039 Unclassified
Otu0250 0,51 0,018 Unclassified
Otu0079 0,54 0,012 Unclassified
Otu0017 0,62 0,003 Verrucomicrobia
Otu0206 0,46 0,038 Verrucomicrobia
2.4.3.2 Cambios en la β-diversidad filogenética de las comunidades bacteria-
nas de las deyecciones de las diferentes especies de lombrices de tierra. Análisis 
cuantitativo (weighted Unifrac) y cualitativo (unweighted Unifrac). Análisis de 
los cambios por PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre matrices de OTUs y 
ejes de los PCoA.
Como se puede observar en las figuras 11 (PCoA cuantitativo) y 12 (PCoA cualitativo) las comunidades 
bacterianas de las deyecciones de las distintas especies de lombrices tienen diferente estructura (cuan-
titativo) y composición (cualitativo) a nivel filogenético. De hecho existen diferencias significativas entre 
las comunidades bacterias de las deyecciones de las distintas especies de lombrices (Lumbricus friendi, 
Lumbricus terrestris, Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis y  Perionyx excavatus) comiendo estiércol de 
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caballo, tanto a nivel cuantitativo (teniendo en cuenta la abundancia de las bacterias) (AMOVA F
 4,16 
= 
7,11 P<0,001) (Figura 11), como a nivel cualitativo (presencia/ausencia de bacterias; AMOVA, F 
4,16
= 1,95 P 
<0,001) (Figura 12). Además, sobre la AMOVA realizada sobre las abundancias de comunidades de bac-
terias a nivel filogenético existen diferencias significativas en todas las comparaciones por pares excepto 
en las especies P. excavatus y L. friendi, AMOVA F 
1,4
= 1,73 P=0,088 y L. terrestris y L. friendi, AMOVA F 
1,4
=1,47, P= 0,317. También sobre la AMOVA realizada sobre las medidas de presencia de las comunidades 
bacterianas a nivel filogenético encontramos que existen diferencias significativas en todas las pruebas 
por pares excepto entre P. excavatus y L. friendi, AMOVA F 
1,4
= 1,47, P= 0,094; entre D. hortensis y L. friendi; 
AMOVA F 
1,4
= 1,43, P= 0,057 y entre L. friendi y L. terrestris, AMOVA F 
1,4
=1,08, P= 0,198.
Para realizar los análisis de correlación a nivel filogenético se aplicó el comando corr.axes, que necesita 
una tabla de OTUs (en nuestro caso la tabla rarefaccionada) y los valores de las puntuaciones de cada una 
de nuestras muestras en cada uno de los ejes del PCoAs (Tabla 5 y Tabla 6; Tabla 7 y Tabla 8). Se realizó 
un análisis de correlación para cada medida utilizada: Unifrac Weigthed (cuantitativa) y Unifrac Unwei-
gthed (cualitativa) a partir de los respectivas matrices de componentes principales basadas en árboles 
filogenéticos. 
Figura 11. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad filogenética cuantitativa de las comunidades bac-
terianas presentes en las deyecciones de las especies de lombriz de tierra Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, Ei-
senia andrei, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus alimentadas con una misma dieta de estiércol de caballo.
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Así, para el PCoA filogenético cuantitativo (Unifrac Weigthed) podemos ver que el eje 1 separa las es-
pecies de L. terrestris del resto de especies de lombrices. Así, las muestras se van a separar en el eje 1 
debido principalmente a cambios en abundancias de OTUs que pertenecen a los filos Firmicutes (22,8%), 
Actinobacteria (15,78%) que correlacionan negativamente con el eje 1 (Tabla 5). Y en menor medida, las 
abundancias de los filos de bacterias Cloroflexi (4,5%), TM7(2%), Acidobacteria (2%) y sin clasificar “Unclas-
sified” (2%) que se correlacionan negativamente con el eje. Al contrario, los OTUs de los filos Proteobac-
teria (40,35%), Bacteroidetes (12,28%) y Flavobacteria (1,7%) están correlacionados positivamente con el 
eje 1.  En el eje 2, las muestras de las especies de lombrices E. andrei y L. terrestris se separan del resto de 
lombrices por cambios de abundancia debidos a los OTUs de los filos de bacterias Bacteroidetes (16,39%) 
(todos los OTUs menos uno) que correlacionan negativamente con este eje 2 (Tabla 6). En contra, se 
encuentran que las abundancias de los OTUS de filos de Proteobacteria (29,50%), Actinobacteria (22,9%), 
Firmicutes (10%), TM7 (8,1%), Verrucomicrobia (6,5%) y sin clasificar “Unclassified” (3,2%) se correlacionan 
positivamente con este eje. Hay que destacar que los OTUs que correlacionan de manera significativa son 
diferentes para cada eje (salvo 2 OTU de Actinobacteria, 6 OTUs de Bacteroidetes, un OTUs de Firmicutes, 
8 OTUs de Proteobacteria y un OTUs sin clasificar “Unclassified”).
Figura 11. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad filogenética cualitativa de las comunidades bacteria-
nas presentes en las deyecciones de las especies de lombriz de tierra Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris, Eisenia 
andrei, Dendrobaena hortensis y Perionyx excavatus alimentadas con una misma dieta de estiércol de caballo.
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Tabla 5. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA filogenético cuantitativo 
(Unifrac Weigthed).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0092 -0,46 0,034 Acidobacteria
Otu0031 -0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0051 -0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0059 -0,46 0,034 Actinobacteria
Otu0065 -0,60 0,004 Actinobacteria
Otu0080 -0,65 0,001 Actinobacteria
Otu0089 0,50 0,021 Actinobacteria
Otu0107 0,64 0,002 Actinobacteria
Otu0113 -0,55 0,010 Actinobacteria
Otu0282 -0,46 0,038 Actinobacteria
Otu0027 0,71 0,000 Bacteroidetes
Otu0029 0,74 0,000 Bacteroidetes
Otu0054 0,57 0,010 Bacteroidetes
Otu0066 0,66 0,001 Bacteroidetes
Otu0076 0,51 0,018 Bacteroidetes
Otu0095 0,58 0,006 Bacteroidetes
Otu0152 0,59 0,005 Bacteroidetes
Otu0598 -0,45 0,039 Chloroflexi
Otu0002 -0,65 0,002 Firmicutes
Otu0013 -0,73 0,000 Firmicutes
Otu0014 -0,52 0,015 Firmicutes
Otu0023 -0,53 0,014 Firmicutes
Otu0046 -0,57 0,007 Firmicutes
Otu0047 -0,84 0,000 Firmicutes
Otu0049 -0,50 0,021 Firmicutes
Otu0061 -0,48 0,025 Firmicutes
Otu0064 -0,62 0,003 Firmicutes
Otu0083 -0,62 0,003 Firmicutes
Otu0098 -0,53 0,013 Firmicutes
Otu0134 -0,65 0,001 Firmicutes
Otu0384 -0,45 0,043 Firmicutes
Otu0184 0,46 0,034 Flavobacteria
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Otu0160 0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0001 0,84 0,000 Proteobacteria
Otu0003 0,87 0,000 Proteobacteria
Otu0005 0,49 0,025 Proteobacteria
Otu0006 0,91 0,000 Proteobacteria
Otu0007 0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0008 0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0020 0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0025 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0026 0,60 0,000 Proteobacteria
Otu0028 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0032 -0,45 0,041 Proteobacteria
Otu0035 -0,59 0,005 Proteobacteria
Otu0041 0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0043 0,51 0,019 Proteobacteria
Otu0060 0,66 0,001 Proteobacteria
Otu0075 0,47 0,030 Proteobacteria
Otu0084 -0,50 0,022 Proteobacteria
Otu0116 0,49 0,026 Proteobacteria
Otu0139 0,58 0,006 Proteobacteria
Otu0213 -0,50 0,021 Proteobacteria
Otu0502 0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0896 -0,51 0,019 Proteobacteria
Otu0280 -0,46 0,039 TM7
Otu0243 -0,53 0,014 unclassified
Tabla 6. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA filogenético cuantitativo 
(Unifrac Weigthed).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0203 0,51 0,018 Acidobacteria
Otu0793 0,46 0,038 Acidobacteria
Otu0011 0,52 0,015 Actinobacteria
Otu0012 0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0016 0,72 0,000 Actinobacteria
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Otu0018 0,47 0,033 Actinobacteria
Otu0019 0,75 0,000 Actinobacteria
Otu0037 0,65 0,001 Actinobacteria
Otu0059 0,45 0,042 Actinobacteria
Otu0087 0,62 0,003 Actinobacteria
Otu0103 0,50 0,021 Actinobacteria
Otu0107 -0,62 0,003 Actinobacteria
Otu0111 0,49 0,024 Actinobacteria
Otu0181 -0,52 0,015 Actinobacteria
Otu0226 0,45 0,039 Actinobacteria
Otu0289 -0,46 0,038 Actinobacteria
Otu0027 -0,61 0,003 Bacteroidetes
Otu0029 -0,74 0,000 Bacteroidetes
Otu0054 -0,47 0,031 Bacteroidetes
Otu0066 -0,63 0,002 Bacteroidetes
Otu0076 -0,45 0,040 Bacteroidetes
Otu0095 -0,55 0,009 Bacteroidetes
Otu0152 -0,56 0,009 Bacteroidetes
Otu0184 -0,51 0,018 Bacteroidetes
Otu0449 0,46 0,038 Bacteroidetes
Otu0710 -0,48 0,027 Bacteroidetes
Otu0014 0,62 0,003 Firmicutes
Otu0062 0,71 0,000 Firmicutes
Otu0163 0,57 0,007 Firmicutes
Otu0242 0,48 0,026 Firmicutes
Otu0281 0,46 0,038 Firmicutes
Otu0497 0,46 0,038 Firmicutes
Otu0004 0,64 0,018 Proteobacteria
Otu0005 0,44 0,047 Proteobacteria
Otu0008 -0,65 0,001 Proteobacteria
Otu0009 0,52 0,015 Proteobacteria
Otu0010 0,69 0,000 Proteobacteria
Otu0020 -0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0022 0,50 0,022 Proteobacteria
Otu0025 -0,68 0,001 Proteobacteria
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Otu0028 -0,62 0,003 Proteobacteria
Otu0034 0,53 0,013 Proteobacteria
Otu0048 0,45 0,040 Proteobacteria
Otu0050 0,49 0,023 Proteobacteria
Otu0060 -0,62 0,002 Proteobacteria
Otu0130 0,52 0,016 Proteobacteria
Otu0139 -0,57 0,007 Proteobacteria
Otu0276 0,45 0,039 Proteobacteria
Otu0305 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0748 0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0155 0,45 0,043 TM7
Otu0170 0,50 0,022 TM7
Otu0180 0,44 0,048 TM7
Otu0179 0,45 0,040 TM7
Otu0077 0,54 0,012 TM7
Otu0118 0,47 0,030 unclassified
Otu0079 0,64 0,002 unclassified
Otu0017 0,63 0,002 Verrucomicrobia
Otu0033 0,55 0,009 Verrucomicrobia
Otu0063 0,70 0,000 Verrucomicrobia
Otu0506 0,51 0,018 Verrucomicrobia
Así, para el PCoA filogenético cualitativo (Unifrac Unweigthed) podemos ver que el eje 1 separa las espe-
cies de L. terrestris y L. friendi del resto de lombrices D. hortensis, P.excavatus y E. andrei. Así, las muestras 
se van a separar en el eje 1 debido principalmente a cambios en presencia de OTUs que pertenecen a los 
filos Firmicutes, Actinobacteria, Acidobacteria y TM7 que se correlacionan negativamente con el eje 1 (Ta-
bla 7). Por lo tanto, las muestras de las especies L. terrestris y L. friendi tienen mayor presencia de estos 
filos de bacterias que las muestras de las otras especies de lombrices. Por el contrario, la presencia de los 
filos de Proteobacteria y Bacteroidetes están más correlacionados positivamente con el mismo eje y por lo 
tanto, se encuentran separando las muestras de las especies de D. hortensis, P. excavatus y E. andrei de 
las otras dos especies de lombrices L. terrestris y L. friendi. Sobre el eje 2, podemos ver que las especies de 
D. hortensis, P. excavatus se separan de las muestras de las otras especies de lombrices por los cambios 
en presencia de OTUs que pertenecen a los filos Acidobacteria, Actinobacteria (todos los OTUs menos 2), 
Proteobacteria (todos los OTUs menos 8), TM7, Verrucomicrobia y bacterias sin clasificar “Unclassified” 
que presentan correlaciones positivas con este eje. Al contrario, los cambios en OTUs de filos Bacteroidetes 
se correlacionan negativamente con este eje (Tabla 8). Hay que destacar que los OTUs que correlacionan 
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de manera significativa son diferentes para cada eje (salvo un OTU de Actinobacteria, 8 OTUs de Bacteroi-
detes, 8 OTUs de Proteobacteria).
Tabla 7. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA filogenético cualitativo 
(Unifrac Unweigthed).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0092 -0,54 0,011 Acidobacteria
Otu0031 -0,68 0,001 Actinobacteria
Otu0044 -0,49 0,025 Actinobacteria
Otu0051 -0,64 0,002 Actinobacteria
Otu0065 -0,45 0,038 Actinobacteria
Otu0080 -0,60 0,004 Actinobacteria
Otu0082 0,50 0,020 Actinobacteria
Otu0087 -0,44 0,047 Actinobacteria
Otu0089 0,54 0,012 Actinobacteria
Otu0107 0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0113 -0,61 0,003 Actinobacteria
Otu0138 0,48 0,029 Actinobacteria
Otu0282 -0,51 0,019 Actinobacteria
Otu0314 -0,46 0,038 Actinobacteria
Otu0427 -0,48 0,027 Actinobacteria
Otu0027 0,64 0,002 Bacteroidetes
Otu0029 0,73 0,000 Bacteroidetes
Otu0054 0,65 0,001 Bacteroidetes
Otu0066 0,65 0,001 Bacteroidetes
Otu0095 0,51 0,019 Bacteroidetes
Otu0152 0,51 0,018 Bacteroidetes
Otu0184 0,48 0,026 Bacteroidetes
Otu0710 0,46 0,038 Bacteroidetes
Otu0002 -0,68 0,001 Firmicutes
Otu0013 -0,71 0,002 Firmicutes
Otu0014 -0,44 0,044 Firmicutes
Otu0023 -0,6 0,001 Firmicutes
Otu0046 -0,62 0,003 Firmicutes
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Otu0047 -0,82 0,000 Firmicutes
Otu0049 -0,67 0,001 Firmicutes
Otu0058 -0,55 0,010 Firmicutes
Otu0061 -0,54 0,011 Firmicutes
Otu0064 -0,61 0,003 Firmicutes
Otu0083 -0,67 0,001 Firmicutes
Otu0098 -0,55 0,010 Firmicutes
Otu0134 -0,62 0,002 Firmicutes
Otu0171 -0,57 0,007 Firmicutes
Otu0192 -0,54 0,013 Firmicutes
Otu0205 -0,46 0,034 Firmicutes
Otu0229 -0,48 0,030 Firmicutes
Otu0384 -0,54 0,012 Firmicutes
Otu0001 0,83 0,000 Proteobacteria
Otu0003 0,86 0,000 Proteobacteria
Otu0006 0,87 0,000 Proteobacteria
Otu0007 0,70 0,000 Proteobacteria
Otu0008 0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0009 -0,50 0,023 Proteobacteria
Otu0020 0,72 0,000 Proteobacteria
Otu0025 0,65 0,002 Proteobacteria
Otu0028 0,74 0,000 Proteobacteria
Otu0032 -0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0035 -0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0041 0,59 0,005 Proteobacteria
Otu0043 0,46 0,037 Proteobacteria
Otu0060 0,52 0,015 Proteobacteria
Otu0084 -0,63 0,002 Proteobacteria
Otu0091 -0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0101 -0,46 0,034 Proteobacteria
Otu0116 0,45 0,043 Proteobacteria
Otu0139 0,52 0,015 Proteobacteria
Otu0147 0,46 0,038 Proteobacteria
Otu0149 0,57 0,007 Proteobacteria
Otu0280 -0,51 0,019 TM7
145
Capítulo 2
Tabla 8. OTUs que presentan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA filogenético cualitativo 
(Unifrac Unweigthed).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0214 0,59 0,005 Acidobacteria
Otu0578 0,45 0,038 Acidobacteria
Otu0012 0,44 0,048 Actinobacteria
Otu0016 0,74 0,000 Actinobacteria
Otu0018 0,50 0,022 Actinobacteria
Otu0019 0,63 0,002 Actinobacteria
Otu0107 -0,62 0,003 Actinobacteria
Otu0181 -0,71 0,000 Actinobacteria
Otu0027 -0,52 0,016 Bacteroidetes
Otu0029 -0,74 0,000 Bacteroidetes
Otu0054 -0,47 0,033 Bacteroidetes
Otu0066 -0,66 0,001 Bacteroidetes
Otu0076 -0,48 0,028 Bacteroidetes
Otu0095 -0,55 0,009 Bacteroidetes
Otu0152 -0,56 0,008 Bacteroidetes
Otu0184 -0,51 0,018 Bacteroidetes
Otu0710 -0,45 0,039 Bacteroidetes
Otu0005 0,54 0,011 Proteobacteria
Otu0008 -0,65 0,001 Proteobacteria
Otu0009 0,58 0,006 Proteobacteria
Otu0010 0,49 0,024 Proteobacteria
Otu0015 0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0020 -0,73 0,000 Proteobacteria
Otu0025 -0,67 0,001 Proteobacteria
Otu0028 -0,62 0,003 Proteobacteria
Otu0034 0,71 0,000 Proteobacteria
Otu0039 0,47 0,030 Proteobacteria
Otu0043 0,50 0,021 Proteobacteria
Otu0045 0,55 0,010 Proteobacteria
Otu0048 0,58 0,005 Proteobacteria
Otu0050 0,82 0,000 Proteobacteria
Otu0055 0,48 0,027 Proteobacteria
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Otu0060 -0,62 0,003 Proteobacteria
Otu0072 0,51 0,017 Proteobacteria
Otu0074 0,60 0,003 Proteobacteria
Otu0078 0,67 0,001 Proteobacteria
Otu0097 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0102 0,50 0,021 Proteobacteria
Otu0104 0,69 0,000 Proteobacteria
Otu0123 0,61 0,003 Proteobacteria
Otu0124 0,59 0,005 Proteobacteria
Otu0127 0,48 0,028 Proteobacteria
Otu0130 0,72 0,000 Proteobacteria
Otu0135 0,50 0,021 Proteobacteria
Otu0139 -0,56 0,008 Proteobacteria
Otu0141 0,55 0,009 Proteobacteria
Otu0142 0,53 0,014 Proteobacteria
Otu0151 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0157 0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0160 -0,46 0,038 Proteobacteria
Otu0161 0,50 0,022 Proteobacteria
Otu0164 0,48 0,028 Proteobacteria
Otu0183 0,61 0,003 Proteobacteria
Otu0247 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0254 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0261 0,60 0,004 Proteobacteria
Otu0292 0,54 0,012 Proteobacteria
Otu0310 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0361 0,48 0,028 Proteobacteria
Otu0383 0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0387 0,48 0,026 Proteobacteria
Otu0502 -0,45 0,038 Proteobacteria
Otu0775 0,48 0,027 Proteobacteria
Otu0053 0,52 0,015 TM7
Otu0155 0,49 0,025 TM7
Otu0180 0,47 0,030 TM7
Otu0217 0,46 0,036 TM7
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Otu0581 0,51 0,018 TM7
Otu0077 0,53 0,014 TM7
Otu0118 0,58 0,005 unclassified
Otu0079 0,56 0,008 unclassified
Otu0264 0,56 0,008 unclassified
Otu0017 0,59 0,005 Verrucomicrobia
Otu0255 0,48 0,026 Verrucomicrobia
2.5. Discusión
Efecto de la especie y la categoría ecológica en la composición de las bacterias intestinales de 
las distintas lombrices de tierra: anécicas (Lumbricus friendi, Lumbricus terrestris) y epigeas 
(Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis, Perionyx excavatus). Existencia de un grupo común de 
bacterias en las deyecciones de cada categoría ecológica de lombriz, independientemente de 
la especie.
En este trabajo hemos encontrado que la especie de lombriz que pertenece a una misma categoría eco-
lógica juega un papel determinante en la formación del microbioma intestinal de las lombrices de tierra, 
como se ha descrito previamente en estudios recientes con técnicas moleculares (Postma-Blaauw et al., 
2006; Thakuria et al., 2010) y que a su vez, existen diferencias en composición bacteriana entre distintas 
especies de lombrices dentro de una misma categoría ecológica como ocurre en estudios de Gómez-Bran-
dón et al. (2012), aunque con técnicas de menor resolución como son los análisis de perfiles de fosfolípidos 
de membrana PLFAs.
Por lo tanto, el factor especie de lombriz está afectando a los cambios de composición en las bacterias 
intestinales debido a la distinta filogenia de las especies de lombrices estudiadas. Solo existen estudios, 
los de Gómez-Brandón et al. (2012), donde se observan distinta microbiota intestinal debida a la especie 
o filogenia realizadas con técnicas moleculares de menor resolución como ya hemos comentado anterior-
mente. Pero debido a que esto también ocurre en estudios con otros animales, donde el factor filogenia 
sí que está estudiado a mayor nivel de resolución con técnicas de pirosecuenciación: mamíferos por Ley et 
al. (2008); abejas de la miel por Moran et al. (2011) y esponjas tropicales por Schmitt et al. (2012), pode-
mos hipotetizar que el factor especie o filogenia está afectando a los cambios de composición bacteriana 
intestinal de las lombrices de tierra. Por lo tanto, los cambios de abundancia de Bacteroidetes se deben a 
diferencias entre las especies de lombrices comiendo el mismo estiércol de caballo, donde E. andrei parece 
tener mayor abundancia de OTUs de este filo de bacterias (3%) respecto al resto de especies de lombrices 
estudiadas (L. terrestris (0%), L. friendi (0,09%), P. excavatus (0,09%) y D. hortensis (0,13%). Esta distinta 
composición en abundancia de Bacteroidetes, proporcionará a la lombriz E. andrei una distinta microbiota 
propia que la diferencia del resto, y puede hacer frente mejor a cambios ambientales o perturbaciones del 
medio, y además serán las que aporte mayor variedad de bacterias distintas a los suelos, que las otras 
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especies no tienen. Los OTUs de filos de bacterias Bacteroidetes que están relacionados con esta especie 
de lombriz E. andrei son del género Chryseobacterium que pertenecen a la Familia Flavobacteriaceae. Estas 
bacterias son conocidas ya en el intestino de distintas especies de lombrices de tierra (E. fetida, L. terres-
tris y A. caliginosa) (Byzov et al., 2009), por lo que pero no se conoce cuales pueden ser las funciones en el 
intestino a nivel de este género, aunque debido a que algunos géneros de esta familia se relacionan con 
patógenos ambientales en humanos, podríamos pensar que ocurre lo mismo en lombrices. Por otro lado, 
la distinta abundancia de Firmicutes se debe a las diferentes especies de lombrices, donde la especie L. 
terrestris parece tener mayor abundancia de OTUs de este filo de bacterias (53%) respecto al resto de es-
pecies de lombrices: L. friendi (9,6%), P. excavatus (4%), D. hortensis (5%) y E. andrei (1.4%). Esto también 
ocurre en estudios de Jolly et al. (1993), que encuentra una asociación entre las bacterias de filo Firmicutes 
y la pared intestinal de las especies de lombrices L. terrestris y O. lacteum. Además, esto también se da 
en los estudios de Byzov et al. (2009) que también encuentra que la especie L. terrestris tiene este filo de 
bacteria asociado a su tracto intestinal, más que al suelo. En los resultados obtenidos los OTUs de filos de 
bacterias Firmicutes que están relacionados con L. terrestris son del género Clostridium_sensu_stricto que 
pertenecen a la familia Clostridiaceae y el género Clostridium_ XIV que pertenece a la familia Lachnospi-
raceae, dentro del orden Clostridiales en los dos casos. Estas bacterias están implicadas en la fijación de 
nitrógeno en suelos, por lo que L. terrestris dispondrá de una mayor abundancia de estas bacterias para 
llevar a cabo de manera más eficaz la descomposición de la materia orgánica, que otras especies de lom-
brices no tienen. Además, también dispone de OTUs de filos de bacterias del género Planococcaceae_in-
certae_sedis y otros géneros sin clasificar que pertenecen a la familia Planococcaceae, orden Bacillales, 
clase Bacilli. Se desconoce que funciones pueden tener estos géneros, pero otros géneros de la misma 
familia Planococcaceae están implicados en la degradación de hidrocarburos. También, dentro de la misma 
orden Bacillales, encontramos bacterias sin clasificar tanto a nivel de familia como de género. Por último, 
existen muchos OTUs de filos de bacterias sin clasificar “Unclassified” también a nivel de clase, orden, 
familia y género. Por lo tanto, debido a que la gran mayoría de OTUs clasificados a nivel de género están 
sin clasificar dentro de Firmicutes, queda por conocer las funciones que desempeñan estas bacterias en la 
descomposición de materia orgánica y reciclado de nutrientes. 
Siguiendo con el análisis de composición, también existen diferencias en composición de abundancias 
de Planctomycetes según la especie de lombriz, donde la especie E. andrei tiene una mayor abundancia de 
este filo (35%) respecto al resto de especies estudiadas (L. terrestris (0,05%), L. friendi (0%), D. hortensis 
(0%),  P. excavatus (0,04%)). Esta especie de lombriz E. andrei  tiene mayor abundancia de OTUs del géne-
ro Phycisphaera que pertenecen a la familia Phycisphaeraceae dentro del filo Planctomycetes. Este género 
se desconoce sus funciones en el medio, por lo tanto no podemos relacionarlo con la descomposición de 
materia orgánica y reciclado de nutrientes, ni con el control de patógenos ambientales intestinales. Otros 
estudios deberían llevarse a cabo para conocer más sobre las funciones de estos géneros de bacteria.
A continuación, existen también diferencias en composición de Acidobacteria entre especies de lombri-
ces, donde la especie E. andrei tiene mayor abundancia (2,7%), respecto al resto de especies de lombrices 
(L. terrestris (0,24%); L. friendi (1,2%); P. excavatus (0,49%) y D. hortensis (0,29%)). Esta especie de lombriz, 
E. andrei está relacionada con el género dentro de este filo de Gp16, de la familia Acidobacteria_Gp16_fami-
ly_incertae_sedis, orden Acidobacteria_Gp16_order_incertae_sedis que le confiere una ventaja para llevar a 
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a cabo la descomposición de la materia orgánica mejor que las demás lombrices.
Además, volviendo al análisis de composición, existen diferente composición en abundancias de TM7 
entre especies de lombrices, donde la especie D. hortensis tiene mayor abundancia (2,5%) que el resto de 
especies estudiadas (L. terrestris (0,3%); L. friendi (1%); P. excavatus (0,4%); E. andrei (0,1%)). Esta especie 
D. hortensis está relacionada con el género TM7_genus_incertae_sedis que igual que el género Phycisphae-
ra se desconoce su función en el medio.
Finalmente, existen diferencias en composición en la abundancia de Unclassified entre las distintas 
especies de lombrices, donde la especie L. friendi tiene mayor abundancia (3%) que el resto de especies 
estudiadas (L. terrestris (1,8%); P. excavatus (1.1%); D. hortensis (1.7%) y E. andrei (0.6%). Esta especie pa-
rece estar relacionada con bacterias que se desconocen a nivel de filo, orden, clase y género, por lo tanto, 
no podemos conocer las implicaciones que tienen en la descomposición de la materia orgánica y reciclado 
de nutrientes del medio.
Por otro lado, en el análisis de composición debido al factor categoría ecológica de lombriz, en-
contramos que existen diferente abundancia de Firmicutes entre las dos categorías ecológi-
cas estudiadas (anécicas y epigeas), donde las especies de lombrices clasificadas en anécicas (L. 
terrestris y L. friendi) tienen una mayor abundancia de estas bacterias (37%) respecto a la otra cate-
goría ecológica de epigeas (D. hortensis, E. andrei y P. excavatus) que presentan un 3% de Firmicutes. 
La categoría ecológica de anécicas tiene una mayor abundancia de los géneros sin clasificar que tampoco 
están clasificados a niveles mayores de clase, orden, y familia. Estas especies anécicas utilizadas en este 
estudio están asociadas a otros géneros sin clasificar que pertenecen a la familia Planococcaceae dentro 
del orden Bacillales, clase Bacilli como ocurría en el análisis de composición debido al factor especie de 
lombriz con L. terrestris. Se piensa que esto podría esta mayor abundancia de Firmicutes podría estar más 
relacionada con la especie L. terrestris que con L. friendi dentro de la categoría ecológica de las anécicas. 
Como ya comentábamos anteriormente, esta familia está relacionada con la degradación de hidrocarburos 
durante la descomposición de la materia orgánica. Esto a su vez, también ocurre en los estudios de Byzov 
et al. (2009), donde se encuentra una asociación de esta clase de bacterias Bacilli que pertenecen al filo 
Firmicutes relacionadas con L. terrestris, y esto también queda reflejado en los estudios de Needham et 
al. (2004) donde se observa que la especie L. terrestris contiene en su medio intestinal enzimas propios 
y bacterias propias diferentes a la comida, que aunque se desconozca cuales son debido a la falta de 
técnicas apropiadas para ello, se piensa que están relacionadas con una más eficaz mineralización de la 
materia orgánica.
Por otro lado, también hay diferencias en la composición de abundancias de Proteobacteria entre las 
distintas categorías ecológicas de lombrices, donde la categoría ecológica de epigeas tiene una mayor 
abundancia de este filo (62%) respecto a las anécicas (26%). Estas especies de lombrices epigeas están 
relacionadas con una mayor abundancia en el género Pseudomonas que pertenecen a la familia Pseudo-
monadaceae, orden Pseudomonadales, implicadas en la desnitrificación en ambientes anaerobios como 
es el intestino, que favorece el reciclado de nutrientes y la descomposición de la materia orgánica, a su 
vez, también se asocia con posibles patógenos ambientales. Dentro de este mismo orden de Pseudo-
monadales, encontramos el género Acinetobacter que pertenece a la familia Moracellaceae. Este género 
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está relacionado con la mineralización en suelos. Por otro lado, existe una mayor abundancia del género 
Rhodobacter y otras sin clasificar, que pertenecen a la familia Rhodobacteriaceae, orden Rhodobacteriales 
dentro de las a-proteobacteria que están más asociadas con la fijación de nitrógeno, por lo que estas bac-
terias pueden estar ayudando a las lombrices epigeas a desarrollar más eficazmente la descomposición 
de materia orgánica. Finalmente, encontramos las bacterias del género Pseudoxanthomonas y otras sin 
clasificar que pertenecen a la familia Xanthomonadaceae que están relacionados con la degradación de 
productos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno, yo-, m-, y p-xyleno) como hemos comentado anterior-
mente, más asociados con contaminación ambiental. También existen algunas bacterias de la clase 
a-proteobacteria que no están clasificadas a ninguno de los demás niveles: orden, familia y género y se 
desconoce sus funciones en el intestino y derivados de las lombrices de tierra. Por último, también existen 
cambios de composición en la abundancia de bacterias sin clasificar “Unclassified” que son diferentes 
entre la categoría ecológica de lombrices, donde las especies de lombrices que pertenecen a la categoría 
de anécicas presentan mayor abundancia (2%) respecto a las que existen en las epigeas (1%). Las especies 
anécicas tienen mayor abundancia de estas bacterias sin clasificar, por lo que se desconoce muchas fun-
ciones que podrían tener las lombrices de esta categoría con estas bacterias intestinales en la descompo-
sición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes.
En los resultados obtenidos encontramos que existen distintas abundancias en el grupo de bacterias 
comunes a cada categoría ecológica de epigeas y anécicas que en las especies por separado, como ocurre 
en otros estudios con otros animales donde se encuentran un microbioma intestinal propio debido a las 
condiciones del intestino de las especies animales estudiadas (Schmitt et al., 2012 y Moran et al., 2011). 
Por lo tanto, las características morfológicas, enzimáticas y físico-químicas del intestino de las distintas 
categorías ecológicas están creando un ambiente que selecciona unas bacterias diferentes a las que se-
lecciona la propia especie de lombriz, que se relaciona con distintos procesos digestivos que llevan a cabo 
cada categoría ecológica de lombriz con sus bacterias del grupo común en el intestino de las mismas, inde-
pendientemente de la especie. En los resultados obtenidos encontramos que existe unas abundancias de 
OTUs de filos de bacterias comunes entre las especies P. excavatus, D. hortensis y E. andrei que pertenecen 
al grupo ecológico de epigeas son: Proteobacteria (79%), Actinobacteria (16%), con contribuciones menores 
de Firmicutes (3%),  Verrucomicrobia (2%), y bacterias sin clasificar “Unclassified” (0,2%). Hay que resaltar 
que algunos de estos Filos aumentan (Proteobacteria, Actinobacteria y Verrucomicrobia) y otras disminu-
yen (Firmicutes y sin clasificar “Unclassified”), en relación a las especies de lombrices epigeas estudiadas 
por separado (D. hortensis, E. andrei y P. excavatus). Las bacterias del filo Proteobacteria que se encuen-
tran en mayor abundancia en el grupo común de epigeas pertenecen al género Acinetobacter (F. Moraxe-
llaceae), Buttiauxella (F. Enterobacteriaceae), Escherichia_Shigella (F. Enterobacteriaceae), Pseudomonas 
(F. Pseudomonadaceae), Arenimonas (F. Xanthomonadaceae), Rhodobacter (F. Rhodobacteraceae), Bre-
vundimonas (F. Caulobacteraceae), Phenylobacterium (F. Caulobacteraceae),  algunas sin clasificar dentro 
de la Familia Burkholderiales_incertae_sedis y dentro de δ-proteobacteria bacterias sin clasificar y dentro 
de las a-proteobacteria bacterias sin clasificar de la familia Bradyrhizobiaceae, que pertenecen al orden 
Rhizobiales y otras sin clasificar dentro del mismo orden, y finalmente bacterias sin clasificar dentro de las 
a-proteobacteria. Muchos de estos géneros están implicados en la fijación de nitrógeno atmosférico, mi-
neralización de suelos, solubilizadoras de fosfato (PSB) que dan fosfato monobásico a las plantas y otras 
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que se usan para controlar patógenos ambientales. Por otro lado, las bacterias del filo Actinobacteria que 
se encuentran en mayor abundancia en el grupo común de epigeas son del género Microbacterium y otras 
sin clasificar (F. Microbacteriaceae), Nocardioides, Aeromicrobium, y otras sin clasificar (F. Nocardioida-
ceae), Demequina (F. Demequinaceae), Arthrobacter (F. Micrococcaceae) y finalmente muchas sin clasificar 
dentro del orden Acidomicrobiales. El género Arthrobacter es conocido por degradar pesticidas en suelos 
que podría favorecer el mantenimiento de la calidad de suelos y su fertilidad, pero le resto estas más 
relacionados con patógenos ambientales. El papel de las lombrices epigeas en el control de patógenos 
ambientales está así determinado.
Siguiendo con el análisis del grupo de bacterias comunes en epigeas, encontramos que también existen 
abundancia de bacterias del filo Verrucomicrobia que están asociadas con el género Luteolibacter y otras 
bacterias desconocidas sin clasificar. No se conoce mucho sobre las funciones de este género pero se 
encuentra asociado a suelos. Por otro lado, los géneros que se encuentran dentro del grupo de bacterias 
comunes en epigeas que pertenecen al filo más reducido de Firmicutes son: Clostridium_XI (F. Peptos-
treptococcaceae), Clostridium_sensu_stricto (F. Clostradiaceae) y Planoccocaceae_incertae_sedis y otras sin 
clasificar (F. Planococcaceae dentro del orden Bacillales, clase Bacilli). Y por último, también se encuentran 
muchas bacterias desconocidas sin clasificar del nivel de filo hasta género, de las cuales quedaría por 
descubrir cuáles son sus implicaciones en la descomposición de materia orgánica y reciclado de nutrientes, 
como del control de patógenos ambientales de los suelos. Esto pone de manifiesto el papel de las epigeas 
donde la propia morfología y características físico-químicas del intestino permite el establecimiento en 
todas las especies de la misma categoría de unas bacterias intestinales comunes que pueden llevar a cabo 
sus propios procesos digestivos durante la descomposición de materia orgánica y reciclado de nutrientes, 
mejorando así, la calidad y fertilidad de los suelos. Esto a su vez, puede favorecen el vermicompostaje de 
los estiércoles ganaderos, concretamente del estiércol de caballo, de los que se alimentan las lombrices 
epigeas ya que estas lombrices son las más aptas para realizar este proceso por sus hábitos alimenticios 
y por otras características que presenta esta categoría ya conocidas ampliamente en otros estudios de 
vermicompostaje (Edwards, 1988; Domínguez, 2004; Edwards y Dominguez, 2004).
Por otro lado, las abundancias de OTUs de filos de bacterias comunes entre las especies L. terrestris 
y L. friendi que pertenecen al grupo ecológico de anécicas son: Firmicutes (43%), Actinobacteria (28%), 
Proteobacteria (25%), TM7 (12%), Verrucomicrobia (3%), Unclassified (0,83%) y Acidobacteria (0,15%). Unos 
filos de bacterias aumentan (Firmicutes (43%), Actinobacteria (28%), TM7 (12%) y Verrucomicrobia (3%)) 
y otras se reducen o desaparecen (Proteobacteria (25%), Unclassified (0,83%), Acidobacteria (0,15%),  Clo-
roflexi (0%) y Planctomycetes (0%)) en comparación a las especies anécicas por separado (L. terrestris y 
L. friendi) que pertenecen a la misma categoría. Hay que resaltar que existen algunas bacterias comunes 
en composición a las epigeas como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Verrucomicrobia pero que 
se encuentran en mayor abundancia en las anécicas como es el caso de los filos como Firmicutes, Acti-
nobacteria y Verrucomicrobia. Esto ocurre en los estudios de Thakuria et al. (2010), aunque debido a la 
técnica utilizada de menor resolución, solo consiguen distinguir el filo Firmicutes y bacterias sin clasificar 
“Unclassified” en relación a la pared intestinal de las lombrices anécicas (L. terrestris y L. friendi). Por lo 
tanto, los resultados obtenidos aportan un mayor conocimiento a los grupos comunes de bacterias que 
se encuentran asociadas a esta categoría ecológica de lombrices anécicas, ya que tenemos más filos re-
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lacionados con estas lombrices. Además, si clasificamos las bacterias del grupo común a anécicas a nivel 
de género obtenemos que dentro del filo Proteobacteria, existen una gran variedad de géneros asociados 
a esta categoría ecológica de lombriz como Pseudomonas (F. Pseudomonadacea), Acinetobater (F. Mo-
raxellaceae), Buttiauxella (F. Enterobacteriaceae), Xanthomonas (F. Xanthomonadaceae), Rhodobacter (F. 
Rhodobacteraceae), Aeromonas (F. Aeromonadaceae), Devosia (F. Hypomicrobiaceae), Kaistia (F. Rhizo-
biaceae), Brevundimonas (F. Caulobacteraceae), Phenylobacterium (F. Caulobacteraceae), Acetobacter (F. 
Acetobacteraceae), Myxococcales sin clasificar, δ-proteobacteria y β-proteobacteria sin clasificar y muchas 
a-proteobacterias de distinta Familia como: Rhodobacteriaceae, Beijerinkiaceae y Bradyrhizobiaceae sin 
clasificar a nivel de género. Muchos de estos géneros están implicados en la fijación de nitrógeno atmos-
férico, solubilizadoras de fosfato (PSB) que dan fosfato monobásico a las plantas y otras que se usan para 
controlar patógenos ambientales.
Por otro lado, encontramos mayor abundancia del filo Firmicutes que son del género Clostridium  y sin 
clasificar (F. Clostridiaceae), Clostridium_XIV y otras sin clasificar (F. Lachnospiraceae), Clostridium_XI (F. 
Peptostreptococcaceae), Clostridium_III  y sin clasificar (F. Ruminococcaceae) y muchas sin clasificar a nivel 
de familia y género dentro del orden Clostridiales. Además, también se encuentran en mayor abundancia 
dentro del grupo de bacterias comunes a anécicas las del filo Actinobacteria. Los géneros más destacados 
son: Lefsonia, Arthrobacter y sin clasificar (F. Microbacteriaceae), Aeromicrobium, Nocardioides (F. Nocar-
dioidaceae), Demequina (F. Demequinaceae), Microbacterium (F. Microbacteriaceae), Mycobacterium (F. 
Mycobacteriaceae) y otros sin clasificar dentro del orden Acidimicrobiales, Propionibacteriaceae y Streptos-
porangiaceae. Todos estos géneros están relacionados con patógenos ambientales o con la degradación 
de pesticidas como en el caso de Arthrobacter, por lo que se relaciona este género con la bioremediación de 
pesticidas en suelos. También, encontramos que están en mayor abundancia dentro del grupo común en 
anécicas el filo TM7, donde se pueden encontrar todas las bacterias son: TM7_order_incertidae_sedis. Este 
filo no aparece en el grupo común de bacterias en las epigeas, pero se conoce que se encuentra distribuido 
en ambientes variables, entre ellos el suelo.
Por lo tanto, el factor especie o filogenia de lombriz está afectando a los cambios de composición bac-
teriana del intestino y modifica el microbioma intestinal  manteniendo unas bacterias específicas en el in-
testino de cada especie de lombriz estudiada (E. andrei, L. terrestris, P. excavatus y D. hortensis), menos en 
la especie L. friendi que parece no tener una mayor abundancia de bacterias en relación al resto de especies 
de lombrices. A su vez, también observamos que existe diferencias en composición bacteriana entre cate-
gorías ecológicas (anécicas y epigeas) debido a su distinta morfología y características físico-químicas del 
sistema digestivo de las especies de lombrices que llevan a cabo procesos digestivos diferentes. Pero, ni 
las diferencias en composición bacteriana intestinal entre las especies, ni las diferencias entre categorías 
ecológicas oscurecen una tendencia clara que existe en el intestino de las lombrices dentro de  una misma 
categoría ecológica. Los mecanismos que están manteniendo estas relaciones bacteria-lombrices dentro 
de la misma categoría ecológica tienen una tendencia clara a mantenerse por selección natural debido a 
las características del intestino propias de cada categoría. Por lo tanto, la categoría ecológica es la que 
permite la formación de un microbioma intestinal básico dentro de cada categoría ecológica de lombrices 
(anécicas y epigeas) debido a la distinta morfología y características físico-químicas de sus respectivos 
sistemas digestivos. Estas diferencias en sus sistemas digestivos permiten el establecimiento de grupos 
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de bacterias comunes a la categoría, cuya interacción bacterias-lombrices pueden desarrollar sus propios 
procesos digestivos más eficazmente de la materia orgánica en descomposición y reciclado de nutrientes 
como ocurre en los estudios de Thakuria et al. (2010) y  Postma-Blaauw et al. (2006) y  concretamente, 
mejorará la descomposición del estiércol ganadero de caballo y su reciclado de nutrientes con el suelos al 
que se aplique como enmienda orgánica.
Cambios en la a-diversidad de las bacterias intestinales debido a las especies y su categoria 
ecológica: anécicas (Lumbricus friendi, L. terrestris), epigeas (Eisenia andrei Dendrobaena hor-
tensis, Perionyx excavatus).
El nº de OTUs de bacterias (riqueza medida con el índice Chao y Sobs) es similar en todas las muestras de 
deyecciones de las especies Lumbricus friendi, L. terrestris, Eisenia andrei Dendrobaena hortensis y Perionyx 
excavatus, a pesar de haber algunas diferencias entre las dos categorías ecológicas (anécicas y epigeas) 
en el índice de Chao que confiere una mayor riqueza a las especies de lombrices de la categoría ecológica 
de anécicas que a  las epigeas. La equidad y abundancia (diversidad medida con los índices Simpson y 
Shannon-Wienner) también, independientemente de la especie y de la categoría ecológica estudiadas. 
Sin embargo, a pesar de que las comunidades bacterianas no difieren en a-diversidad (diversidad local), 
cada especie tiene un número de OTUs propios como podemos observar en el análisis de composición con 
el diagrama de Venn (Figura 4 y 5). Así, en el grupo de bacterias comunes a las especies epigeas (figura 
4) encontramos 216 OTUs solo aparecen en la especie P. excavatus, 323 OTUs solo están en la especie 
D. hortensis y 192 OTUs en la especie E. andrei. Lo mismo pasa con las bacterias comunes a las especies 
anécicas (figura 5) donde encontramos 201 OTUs solo aparecen en la especie L. friendi y 197 OTUs que solo 
aparecen en la otra especie L. terrestris. 
El paso del estiércol de caballo por los intestinos de las distintas especies según su categoría ecoló-
gica (anécicas y epigeas) produce deyecciones con la misma a-diversidad (taxonómica y filogenética), 
independientemente de la especie, aunque en términos de riqueza, existen algunas diferencias entre las 
categoría ecológica estudiadas medidas con el índice de Chao. Ya que la especie no es un factor que estén 
influyendo en una diferente riqueza, pero posiblemente si que lo sea la categoría ecológica, se piensa que 
esta misma riqueza a nivel de la a-diversidad dentro de cada especie clasificada en su categoría ecológica 
correspondiente (anécicas y epigeas) podría ser mantenida por las condiciones similares del intestino que 
comparten las distintas especies de lombrices de categorías diferentes. Por lo tanto, existen unas con-
diciones en los intestinos de todas las lombrices que son particulares a la categoría ecológica de lombriz, 
que permite el establecimiento de bacterias igualmente ricas entre las distintas especies de lombrices que 
pertenecen a la misma categoría.  En cambio, en términos de diversidad  a nivel de a-diversidad, ni la es-
pecie, ni la categoría ecológica, parecen estar influyendo en los cambios de filos de bacterias tras su paso 
por el intestino de las lombrices. Es decir, en términos de diversidad, existen unas condiciones generales, 
que permiten mantener unas bacterias igualmente diversas dentro del intestino, de todas las especies 
de lombrices estudiadas. Esto beneficiará a las lombrices de distinta especie y categoría ecológica porque 
dispondrá de un microbioma intestinal básico que podrá recuperarse por igual a los cambios ambientales 
tales como la exposición a patógenos, variaciones en la fuente de alimento, y/o componentes tóxicos que 
aparezcan en el medio en el momento. Esta ausencia de efecto de los factores especie y categoría ecoló-
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gica de lombriz en los cambios de a-diversidad permitirá que las lombrices dispongan de un microbioma 
intestinal básico que pueda mantenerse estable frente a cambios ambientales, permitiendo a cada espe-
cie de lombriz por igual, desempeñar más eficazmente las funciones relacionadas con la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes del medio.
Además, ya que tampoco hay cambios a nivel de a-diversidad filogenética, no hay bacterias más 
adaptadas dentro de cada especie, ni de cada categoría ecológica por lo que no comparten una histo-
ria evolutiva común las bacterias con ninguna especie de lombriz en particular, ni con ninguna categoría 
ecológica en particular. Por lo tanto, los resultados obtenidos en a-diversidad filogenética no nos permi-
ten establecer relaciones entre las historias evolutivas de las bacterias con las especies o las categorías 
ecológicas a las que pertenecen, sin poder predecir que esta igual riqueza y diversidad de bacterias del 
microbioma intestinal básico se vaya a mantener en un futuro.
Cambios de la β-diversidad debido a las especies de lombrices y a sus categorias ecológicas: 
anécicas (Lumbricus friendi, L. terrestris) y epigeas (Eisenia andrei, Dendrobaena hortensis, 
Perionyx excavatus).
En cambio, sí encontramos que existen cambios en la β-diversidad bacteriana debidos a las especies de 
lombrices (L. friendi, L. terrestris, P.excavatus, D. hortensis y E. andrei) alimentadas con estiércol de caballo. 
Estos cambios en estructura (cuantitativo) como composición (cualitativo) de las comunidades bacteria-
nas aparecen tanto a nivel taxonómico como a nivel filogenético.
Los cambios en taxonomía nos dicen qué bacterias hay y los cambios filogenéticos nos dicen si son filo-
genéticamente distintas, es decir, reflejan la historia evolutiva de estos OTUs, con sus posibles adaptacio-
nes para sobrevivir en cada especie de lombriz. Se han encontrado resultados similares en otros animales 
como en las abejas de la miel Moran et al. (2011) en las que por análisis de pirosecuenciación encuentran 
diferencias en composición y diversidad de bacterias entre especies de abejas de distintas familias y en-
tre avispas y abejas que llevaron a la adquisición de distinta dieta desde carnívora (avispas) a herbívora 
(abejas de la miel) debido a la especialización de estas bacterias intestinales a las distintas especies de 
abejas que permitieron desarrollar nuevas capacidades a las abejas para explorar nuevos recursos del me-
dio (una nueva dieta). Esto también ocurre en otros estudios de Schmitt et al. (2012), donde también se 
realiza un análisis de diversidad con la técnica de pirosecuenciación 454. En estos estudios se encuentra 
que existen diferencias entre bacterias de distintas especies de esponjas mediterráneas, y existe una alta 
similaridad entre filogenia de esponjas y sus bacterias. A estas diferentes bacterias entre especies de 
esponjas se le llama bacterias variables y especializadas a las que solo se encuentran  en una especie de 
esponja. Además, esto también ocurre en estudios de Byzov et al. (2009) donde con análisis filogenético 
del gen 16S rRNA, se encuentra que las distintas especies de lombrices E. fetida, A. caliginosa y L. terrestris 
tienen diferente diversidad de bacterias que son diferentes a las que existen en suelos y deyecciones, aun-
que debido a que las muestras son de bacterias cultivables, se está descartando una amplia información 
existente de las bacterias no cultivables que podrían aparecer en estas muestras. También en estudios 
de Thakuria et al. (2010) se realiza un análisis de diversidad y composición bacteriana del gen 16S con 
ribotipos reamplificados por PCR-ARISA de las paredes intestinales de L. terrestris, L. friendi, A. caliginosa 
y A. longa, donde se encuentra diferencias en abundancia de bacterias entre las especies de lombrices de 
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distinta categoría ecológica. 
Los factores que están afectando a los cambios en β-diversidad taxonómica y/o filogenético de bac-
terias pueden ser diferentes debido a las medidas utilizadas (cuantitativas y/o cualitativas) (Lozoupone 
et al., 2007). Como estudiamos dos factores (especie y categoría ecológica de lombriz) en este análisis de 
diversidad, podemos encontrar que diferentes factores estén influyendo a una medida y/o a otra, que a 
su vez, estarán implicados de distinta manera en los principios ecológicos que gobiernan los procesos de 
cambio de diversidad o diversificación entre bacterias y las especies de lombrices estudiadas en el presen-
te (a nivel taxonómico) y en el pasado (a nivel filogenético). 
Los resultados obtenidos de los cambios en β-diversidad de bacterias a nivel taxonómico, nos da in-
formación de lo que hay en un momento puntual y de los factores que están influyendo en ese punto. Es 
decir, en este caso, el factor especie está influyendo en los cambios de diversidad bacteriana intestinal de 
la actualidad y genera unos patrones de diversidad bacteriana característicos según la distribución de bac-
terias de las deyecciones de las distintas especies de lombrices, que a su vez, al pertenecer a distinta cate-
goría ecológica podemos relacionar este mismo efecto con el efecto de la categoría ecológica de lombrices. 
Estos cambios puntuales nos informan de que en el intestino existen unas condiciones particulares que 
promueven importantes eventos de diversificación debidos al factor especie de lombriz y en algunos casos 
se relacionan con la categoría ecológica. En los casos que se relacionan con la categoría ecológica podemos 
observar la aparición de nuevas bacterias por el cambios morfológicos, enzimáticos y/o fisico-químicos en 
el sistema digestivo de las distintas especies de  lombrices que permiten su mantenimiento. Ya que en el 
intestino de las lombrices existen cambios de β-diversidad entre especies de lombrices, esto nos informa 
de que existen distintos patrones de diversidad asociados a las mismas ya que las bacterias presentan di-
ferentes requerimientos nutricionales y solo las más capaces de explotar los recusos del medio aparecerán 
en este, es decir, los intestinos de las distintas especies de lombrices, son puntos de cambio que da lugar a 
diferentes procesos de especiación o diversificación de bacterias intestinales. Por lo tanto, los cambios de 
diversidad bacteriana a nivel de β-diversidad taxonómica entre especies de lombrices distintas que comen 
el mismo estiércol de caballo, están dándonos información del reemplazo de bacterias que hay en el medio 
intestinal de cada especie de lombriz y su distribución según la misma, donde la distinta mocrfología del 
sistema digestivo de las especies de lombrices, que a su vez, depende de la categoría ecológica, podría 
estar dirigiendo los procesos de diversificación hacia la generación de nuevas especies de bacterias dentro 
del intestino de las mismas y la formación de patrones de diversidad bacteriana en la actualidad.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad taxonómica analizada con medidas cuanti-
tativas (Bray-Curtis) nos informan de que cada especie de lombriz que come el mismo estiércol de caballo 
cambia la abundancia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. En los resultados obtenidos de corre-
lación con el análisis de componentes principales (PCoAs) encontramos que las altas abundancias de los 
OTUS de Filos de bacterias que pertenecen a Proteobacteria están más correlacionados con las especies 
de E. andrei que con el resto de especies de lombrices. De igual manera, las altas abundancias de los OTUs 
que pertenecen al filo de bacteria Firmicutes está más correlacionada con la especie L. terrestris que con 
el resto de especies de lombrices. Además, encontramos que existen cambios en abundancia de Bacte-
roidetes que separa dos especies de lombrices E. andrei y L. terrestris del resto de especies de lombrices. 
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Y finalmente, encontramos que las bajas abundancias de los OTUs de filos de bacterias Actinobacteria, 
Acidobacteria, Cloroflexi y Firmicutes estan más correlacionadas con el resto de especies de lombrices: 
L. friendi, D. hortensis y P. excavatus. Estos cambios de abundancias de ciertos Filos de bacterias están 
implicados en los fenómenos de colonización e invasión de bacterias en el intestino que dependen de la 
especie de lombriz estudiada que genera los patrones de diversidad bacteriana actuales de las bacterias 
más dominantes en el intestino. Para que esto pase, debe existir variabilidad de especies de lombrices 
en el medio con distintas bacterias asociadas, para que cada tipo de bacteria pueda colonizar mejor unas 
especies u otras por las condiciones del intestino de las mismas. Estas bacterias que mejor colonicen el in-
testino de las especies de lombrices dependerán a su vez, de las condiciones del intestino de las lombrices, 
y de su filogenia, que solo permitirán establecerse a las bacterias que aporten mayores capacidades a las 
lombrices. Además, las especies de lombrices tienen que ser abundantes en un medio, aumentando así, 
las posibilidades de ciertos OTUs de Filos de bacterias las colonizen por transmisión vertical (en el caso de 
bacterias que sean adquiridas de generación en generación dentro de las mismas especies de lombrices) 
ya que ha habido una especialización en el intestino de las mismas.
Por lo tanto, si las especies de lombrices son variadas y abundantes en el medio, estos Filos de bacterias 
diferentes entre especies de lombrices se encontrarán en abundancia dentro y tras el paso por el intestino 
de las distintas especies de lombrices, y esto ocurrirá cuando las especies de lombrices se encuentren 
distribuidas en un mismo medio (en este caso, estiércol de caballo). Así pues, según los datos obtenidos 
la combinación de las distintas especies estudiadas (L. terrestris, L. friendi, D. hortensis, E. andrei y P. ex-
cavatus) en el estiércol de caballo, permitirá el establecimiento de una microbiota propia en cada especie 
de lombriz, donde aumentará la colonización de bacterias Proteobacteria, en E. andrei que en el resto de 
especies de lombrices; la colonización de bacterias Firmicutes aumentarán en L. terrestris en relación al 
resto de especies de lombrices; la colonización de Bacteroidetes aumentarán en E. andrei y L. terrestris 
por igual respecto al resto de especies de lombrices. Así, se generan distintos patrones de diversidad 
bacteriana intestinal asociadas a las distintas especies de lombrices. Al existir diferencias significativas 
entre especies de lombrices en la β-diversidad bacteriana intestinal, existe un reemplazamiento de las 
abundancias de ciertos OTUs de Filos de bacterias por otros cuando hay cambios de abundancia y varia-
bilidad de especies de lombrices en el medio. Estos distintos patrones de diversidad actual que pueden 
estar favoreciendo a las distintas especies de lombrices durante la descomposición de la materia orgánica 
y reciclado de nutrientes, ya que existe colonización de nuevas bacterias propias en un momento puntual 
según la abundancia y variabilidad presente de otras especies de lombrices.
Si analizamos los resultados a nivel taxonómico con las medidas cualitativas de presencia (coeficiente 
de Jaccard), nos informan también de que cada especie de lombriz que come el mismo estiércol de caballo 
cambia la presencia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. En los resultados obtenidos de correla-
ción con el análisis de componentes principales (PCoAs) encontramos que la presencia de los OTUS de 
Filos de bacterias que pertenecen a Proteobacteria están correlacionados con las especies de lombrices D. 
hortensis, P.excavatus y E. andrei respecto al resto de especies de lombrices. Por otro lado, la presencia de 
Firmicutes está más correlacionada con las muestras de L. terrestris y L. friendi. A su vez, los OTUs de filos 
de Bacteroidetes están correlacionados con las especies de lombrices E. andrei y L. terrestris que separan 
estas muestras del resto de especies de lombrices. Si nos centramos en las implicaciones de esta medida 
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de presencia, observamos que ciertos OTUs de filos de bacterias son característicos de especies de una 
misma categoría ecológica. Es decir, que existe una restricción de unas bacterias con unas especies de 
lombrices determinadas, aunque no en todos los casos se da por categoría ecológica y parece depender 
del tipo de bacteria estudiada. Es decir, estos cambios de presencia de ciertas bacterias debido a la cate-
goría ecológica de lombrices están implicados en fenómenos de sustitución e inmigración de endemismos 
propios de cada categoría ecológica que estan en los intestinos de las distintas categorías de lombrices 
(anécicas y epigeas) disponibles para la lombriz en la actualidad, lo que provoca reemplazamientos de la 
presencia de unas bacterias por otras en el intestino cuando estas especies se combinan con otras de otra 
categoría ecológica. Así pues, según los datos obtenidos la combinación de las distintas especies estu-
diadas (L. terrestris, L. friendi, D. hortensis, E. andrei y P. excavatus) en el estiércol de caballo, permitirá 
el establecimiento de una microbiota propia que podrían ser debido a la distinta morfología del sistema 
digestivo de cada categoría ecológica de lombriz donde, donde se dará la presencia de las bacterias Pro-
teobacteria en las especies de lombrices epigeas que no se dará en la otra categoría ecologica; también la 
presencia de bacterias Firmicutes se dará en las especies de lombrices anécicas que no se dará en las epi-
geas y la presencia de Bacteroidetes está más relacionada con dos especies de distinta categoría ecológica 
(E. andrei y L. terrestris) que con el resto de especies de lombrices  (D. hortensis, P.excavatus y L. friendi). 
Este reemplazamiento de presencia de OTUs de Filos de bacterias según la especie y categoría ecológica 
de lombrices en los intestinos de las lombrices de tierra pueden generar patrones de diversidad bacteriana 
determinados que aporten mayor diversidad a los suelos, debido a que estas bacterias no estarán presen-
tes si las especies de lombrices o categorías ecológicas concretas no están. Esto pone de manifiesto el 
papel de las distintas especies y categorías ecológicas de las mismas en los cambios de diversidad de bac-
terias intestinales, que a su vez, están implicadas en la descomposición de la materia orgánica y reciclado 
de nutrientes del suelo, y estiércoles ganaderos.
Por otro lado, analizar los cambios en β-diversidad bacteriana a nivel filogenético entre especies que 
comen el mismo estiércol de caballo, nos informa del origen de estas diferencias encontradas en los pa-
trones de diversidad bacteriana asociadas al intestino y  deyecciones  las distintas especies de lombrices 
debido a las mismas y a su vez, nos informa de las historias evolutivas paralelas de las distintas bacterias 
mejor adaptadas con sus especies de lombrices diferentes (L. terrestris, L. friendi, D. hortensis, E. andrei 
y P. excavatus) que se dieron en el intestino de las lombrices de tierra por un mismo origen común de las 
bacterias con estas especies de lombrices de tierra.
Por los resultados obtenidos existen cambios de β-diversidad filogenética entre las especies de lom-
brices que generan patrones de diversidad bacteriana actuales entre  las especies de lombrices que han 
seguido la historia evolutiva de las especies de lombrices y en el caso de patrones de diversidad generados 
entre categorías ecológicas, siguen la historia evolutiva de los distintos procesos digestivos que llevan 
a cabo las especies de lombrices que tienen los mismo habitos alimenticios. Estas historias evolutivas 
diferentes según el factor analizado, pueden estar convegiendo por las mismas condiciones del intestino 
de todas las lombrices de tierra, favoreciendo el mantenimiento de estos cambios de diversidad en la 
actualidad debido a una mejor adaptación de las bacterias a las especies o categorías ecológicas estu-
diadas y prediciendo que ocurrirá de la misma manera con más seguridad en un futuro. También a modo 
general, nos permite conocer los mecanismos que se establecieron en el pasado, es decir, las interacciones 
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que ocurrieron durante la formación del microbioma intestinal por los cambios de bacterias debido a las 
especies de lombrices que están sometidas a un proceso de adaptación donde las bacterias que mejor 
explotaron los recursos de sus respectivos intestinos fueron dirigidas por una fuerza mayor de selección 
natural a ocupar estos medios.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad filogenética analizada con medidas cuanti-
tativas (weighted Unifrac) nos informan de que cada especie de lombriz que come el mismo estiércol de 
caballo cambia la abundancia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Según los resultados obtenidos 
con el análisis de componentes principales (PCoAs), las abundancias de OTUs de Filos de bacterias mejor 
adaptadas y que separa las especies L. terrestris del resto de especies de lombrices son: Firmicutes. El 
resto de especies de lombrices D. hortensis, E. andrei, P. excavatus y L. friendi se separan de L. terrestris 
por la mayor abundancia de Proteobacteria, Bacteroidetes y Flavobacteria. A su vez, la abundancia en los 
OTUs de filos de bacterias TM7, Verrucomicrobia, Actinobacteria y otros sin clasificar separan las muestras 
de E. andrei y L. terrestris del resto de especies de lombrices. En algunos casos separan las muestras por 
las bajas abundancias, y en otros casos  por ser mayores al resto de especies de lombrices. En todos los 
casos, los distintos OTUs de filos de bacterias están mejor adaptados a unas especies de lombrices que a 
otras, por lo que en este análisis filogenético no encontramos que haya diferencias en diversidad bacte-
riana mejor adaptada entre categorías ecológicas estudiadas. Es decir, los cambios de β-diversidad entre 
especies de lombrices a nivel filogenético sobre las medidas cuantitativas (abundancia) nos informan que 
ciertos OTUs de Filos de bacterias fueron los que primero colonizaron el intestino por una mayor abundan-
cia de especies de lombrices y una mayor variedad de especies en un mismo medio, estiércol de caballo 
que permitió la selección natural de OTUs de filos de bacterias propias de cada especie de lombriz, que 
colonizaron primero los intestinos de las mismas debido a su mayor competencia en el medio intestinal 
de las distintas especies de lombrices. Así pues, según los datos obtenidos la combinación de las distintas 
especies estudiadas (L. terrestris, L. friendi, D. hortensis, E. andrei y P. excavatus) en el estiércol de caballo, 
permitirá el establecimiento de una microbiota propia en cada especie de lombriz, donde aumentará la 
colonización de bacterias Firmicutes mejor adaptadas a la especie L. terrestris que al resto; a su vez, au-
mentará la colonización de bacterias Proteobacteria, Bacteroidetes y Flavobacteria mejor adaptadas a las 
especies de lombrices E. andrei, D. hortensis, L friendi y P.excavatus que a L. terrestris y finalmente aumen-
tará la colonización por su mayor abundancia de las bacterias Actinobacteria y por su menor abundancia 
de las bacterias TM7, Verrucomicrobia y sin clasificar que estarán mejor adaptadas a las especies E. andrei 
y L. terrestris. Así pues se estarán generando patrones de diversidad en el pasado, por la mejor adaptación 
de estas bacterias a sus especies de lombrices, que se mantendrán en el presente con más seguridad y se 
puede predecir que también ocurrirá en el futuro. Esto pone de manifiesto el papel de las distintas espe-
cies de lombrices en la formación de un microbioma intestinal básico debido a las primeras colonizaciones 
realizadas por estas bacterias en sus respectivas especies de lombrices,que a su vez, estarán implicadas 
en los mecanismos que se establecen entre bacterias y lombrices y explican los procesos de adaptaciones 
de las bacterias con los intestinos de las distintas especies de lombrices. Estos mecanismos a su vez, esta-
rán siendo mantenidos para desarrollar una más eficaz descomposición de la materia orgánica y reciclado 
de nutrientes en los suelos.
Por otro lado, los resultados los resultados obtenidos a nivel de diversidad filogenética analizada con 
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medidas cualitativas (Unifrac UnWeigthed) nos informan de que cada especie que come el mismo estiércol 
de caballo cambia la presencia de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Según los resultados obtenidos 
con el análisis de componentes principales (PCoAs), la presencia de OTUs de Filos de bacterias: Firmicutes, 
Actinobacteria, Acidobacteria y TM7 están separando las muestras de las especies L. terrestris y L. friendi 
que con el resto de especies de lombrices. También, se encuentran  los OTUs de bacterias Proteobacteria 
y Bacteroidetes que separan las muestras de D. hortensis, E. andrei y P. excavatus del resto de especies de 
lombrices. Esto muestra una tendencia de las distintas especies de la misma categoría ecológica epigeas 
a tener unos OTUs de bacterias distintas mejor adaptados a su misma categoría ecológica que a la otra 
categoría de anécicas. Por otro lado, se encuentran que la presencia de OTUs de los filos Protebacteria, 
Verrucomicrobia y otras sin clasificar que están más relacionados con las especies P. excavatus y D. hor-
tensis que con el resto de especies de lombrices. Por otro lado, la presencia de OTUs de Bacteroidetes se 
encuentra separando las muestras de L. friendi, L. terrestris y E. andrei del resto de especies de lombrices. 
Esto puede llevar a la conclusión de que existen también efecto de la especie de lombriz en la presencia de 
OTUs de filos de bacterias mejor adaptadas a las mismas, y no solo depende de la categoría ecológica. Po-
siblemente, se piensa que la presencia de Bacteroidetes en la combinación de las dos especies de lombrices 
anécicas (L. terrestris y L. friendi) con una especie epigea E. andrei  sea debido  más a la aportación de la 
misma especie epigea E. andrei que presenta estos OTUs de bacterias en sus intestinos, ya que también se 
encuentran estos OTUs de bacterias presentes en todas las demás especies epigeas. Estos OTUs podrían 
llevar a mantenerse en el intestino de las distintas especies de lombrices por las condiciones del mismo y 
en el caso de ciertos OTUs de bacterias también se piensa que son matenidos por los distintos procesos di-
gestivos que llevan a cabo las distintas categorías ecológicas de lombrices. Así pues, pudieron mantenerse 
las distintas historias evolutivas de las bacterias con los procesos digestivos de los distintos intestinos de 
las especies de lombrices estudiadas en la actualidad, gracias a una mejor adaptación de las mismas en 
un pasado común. Los distintos patrones de diversidad generados beneficiarán a las distintas categorías 
ecológicas de lombrices manteniendose en el intestino por la mejor adaptación de ciertas bacterias a los 
mismos, aportando mayor diversidad de bacterias a los medios donde vivan debido a que son bacterias 
que solo se encontarán en los suelos debido a las especies de lombrices de una misma categoría ecológica 
y no a la otra. Todo esto pone de manifiesto el papel importante de la lombriz en los procesos biológicos de 
descomposición de materia orgánica y reciclado de nutrientes que en este contexto, tiene mayor implica-
ción que a nivel taxonómico, ya que nos permite predecir que estos procesos biológicos se mantendrán en 
un futuro siempre que la lombriz disponga de los distintos estiércoles ganaderos de los que se alimenta.
2.6. Conclusión.
En conclusión, aunque existen diversos estudios con diversas técnicas moleculares con lombrices donde 
el factor dieta está afectando a la composición y diversidad bacteriana del microbioma intestinal de las 
lombrices como ocurre en estudios de Egert et al.,2004; Knapp et al., 2009; Nechitaylo et al., 2010; Furlong 
et al., 2002) y también otros con análisis de menor resolución, análisis de fosfolípidos de membrana (PL-
FAs) (Gómez-Brandón et al., 2011, 2012) también los corroboren, no existe estudios donde se establezca 
con claridad cuál es el impacto del factor especie y su categoría ecológica de lombriz sobre los cambios de 
composición y diversidad bacterianas que puedan estar modificando más eficazmente la materia orgánica 
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y reciclado de nutrientes del medio. Y a su vez, sus implicaciones al aumentar la calidad y fertilidad de los 
mismos, controlando los patógenos ambientales del entorno de las lombrices. Además, por los resultados 
obtenidos podemos determinar que existen diferencias significativas en composición y en β-diversidad 
bacteriana en las deyecciones de las distintas especies de lombrices estudiadas debidas al factor especie, 
pero también a su categoría ecológica (anécicas y epigeas). Hay que destacar que no todos los filos de 
bacterias son afectados por igual, y existen más filos afectados por las especies que por las categorías 
ecológicas a las que pertenecen, donde algunos filos que son afectados por las especies, también lo son 
entre categorías ecológicas como Firmicutes y otros filos de bacterias sin clasificar “Unclassified”. A pesar 
de esto, existe un filo de bacteria Proteobacteria que solo es afectado por la categoría ecológica de lombri-
ces, siendo más abundantes en epigeas que en anécicas.
En los resultados obtenidos en β-diversidad bacteriana, según la medida utilizada y el nivel analizado 
(taxonómico y filogenético) tenemos que un factor está afectando más que otro, lo que nos explica la 
aparición de distintos patrones de diversidad en los intestinos de las distintas especies de lombrices, 
cuyas implicaciones dependerán de cómo afecte cada factor sobre las distintas medidas cuantitativas 
(abundancia) y cualitativas (presencia) a ciertos OTUs clasificados en Filos de bacterias. Esto nos permiten 
conocer qué factores afectan a las interacciones de las bacterias dentro de cada especie de lombriz y su 
mantenimiento por las condiciones propias de los intestinos, morfología, características físico-químicas 
y enzimáticas distintas al medio que lo rodea, que llevan a cabo procesos digestivos distintos según la 
categoría ecológica de lombrices estudiadas (anécicas y epigeas).
Que estos cambios de diversidad bacteriana en los intestinos de las distintas especies de lombrices 
no se den a nivel de diversidad a nivel a-diversidad, pero si a nivel de β-diversidad debido a la especie 
tiene implicaciones importantes en los procesos biológicos que llevan a cabo las lombrices y las bacterias 
intestinales. Por un lado, ni el factor especie, ni categoría ecológica están influyendo en términos de di-
versidad a nivel a (ni taxonómicamente, ni filogenéticamente) en el diverso microbioma intestinal de las 
distintas especies de lombrices estudiadas (L. friendi, L. terrestris, E. andrei, P. excavatus y D. hortensis), 
debido a que todas las deyecciones de las distintas especies de lombrices estudiadas son igual diversas en 
bacterias, y pueden recuperarse por igual de las perturbaciones del medio (cambios de dietas, productos 
tóxicos, patógenos,etc). A su vez, como existen algunas diferencias en riqueza (a nivel a taxonómico, pero 
no filogenético) de bacterias dentro de cada categoría ecológica de lombriz medida con el índice Chao unos 
OTUs de bacterias igualmente ricos estarán siendo mantenidos por las distintas condiciones del intestino 
(bajo pH, falta de O
2, 
alto contenido en nutrientes) de cada categoría ecológica de lombriz. Esto pone de 
manifiesto, que los distintos sistemas digestivos de cada categoría ecológica de lombriz ejerce un control 
en el mantenimiento del microbioma intestinal básico, aunque solo sea a nivel de riqueza taxonómica. En 
general, en terminos de diversidad a nivel a (tanto taxonómica, como filogenética), ninguno de los dos 
factores influye y existe un microbioma intestinal básico que será mantenido por el intestino de todas las 
lombrices confiriéndole la ventaja de recuperarse y mantenerse en el medio cuando cambie su entorno por 
perturbaciones ambientales como exposición de patógenos o componentes tóxicos o cambios en dietas, 
independientemente de la especie de lombriz y categoría ecológica a la que pertenezcan. Así pues, esto 
pone de manifiesto, el papel importante de los intestinos de las lombrices de tierra durante descompo-
sición de la materia orgánica y el reciclado de nutrientes. Por otro lado, las diferencias encontradas entre 
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especies y sus categorías ecológicas a nivel β diversidad bacteriana nos informan de existe un reemplaza-
miento de bacterias en el intestino de la lombriz debido a las especies diferentes que se estudian y a su 
vez, a su diferente categoría ecológica (anécicas: L. terrestris y L. friendi); epigeas (E. andrei, P. excavatus y 
D. hortensis) cuando están presentes en un mismo medio, en concreto, estiércol de caballo. Debido a que 
se encuentra una clara tendencia por categoría ecológica de lombriz a nivel de β-diversidad taxonómica y 
filogenética analizada con las medidas de presencia encontramos se piensa que existirán unas bacterias 
que son diferentes (posiblemente mutualismos propios de cada categoría ecológica) que podrán aportar 
mayor diversidad al microbioma intestinal básico de las especies de lombrices de una misma categoría 
ecológica por separado. Que estos cambios de bacterias sea a nivel filogenético, tiene mayores implicacio-
nes, debido a que el factor categoría ecológica de lombrices estará implicado en una mayor adaptación de 
bacterias presentes en los intestinos de las distintas especies de lombrices, que favorecerán los procesos 
digestivos de las distintas categorías ecológicas (anécicas y epigeas) ya que asegurarán que se manten-
gan estas relaciones bacterias a su categoría ecológica determinada en el tiempo. Por lo tanto, existe una 
historia evolutiva común entre la presencia de ciertos filos de bacterias y una particular categoría ecológica 
debido a los hábitos alimenticios distintos de las distintas especies de lombrices estudiadas. Y referente 
a los cambios encontrados a nivel de β-diversidad taxonómica y filogenética pero con la medida de abun-
dancia, encontramos qué el factor especie de lombriz está afectando más que la categoría ecológica estu-
diada. Es decir, debido al factor especie se puede explicar mejor, los fenómenos de invasión o colonización 
en el intestino de las bacterias que tengan más capacidades para establecerse primero en el intestino de 
las distintas especies de lombrices durante la formación del microbioma intestinal básico de cada una. Es 
decir, según la abundancia de especies que se encuentren viviendo en un medio y su variabilidad, tendre-
mos que unas especies serán más propensas a ser colonizadas primero por unas bacterias que por otras, 
y podría deberse a la genética de la propia especie o su filogenia que la diferencia del resto de especies 
de lombrices, y permita esta asociación bacteria-lombriz. A su vez, al ser estos cambios de diversidad 
bacteriana a nivel filogenético, podemos establecer que estas relaciones bacterias-especie de lombrices 
originaron el microbioma intestinal básico de las lombrices y se mantendrán por su mejor adaptación en 
un pasado a las distintas especies de lombrices en un futuro. Esto pone de manifiesto el papel de las 
lombrices en la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes, a su vez que en el control 
de patógenos ambientales, debido a que la especie de lombriz es la causante del origen de un microbioma 
intestinal básico en las lombrices. Si analizamos los cambios de composición bacteriana intestinal en las 
mismas especies de lombrices, encontramos que también existen diferencias en composición debidas a 
las especies y a las categorías ecológicas, pero estas diferencias no parecen oscurecer una clara tendencia 
a mantenerse un grupo de bacterias comunes dentro de cada categoría ecológica de lombriz (anécicas y 
epigeas) debido a las diferencias morfológicas, enzimáticas o fisico-químicas que podrían tener las distin-
tas categorías ecológicas. Esto ya se observaba en los estudios de Gómez-Brandón et al. (2012) en relación 
a las especies de lombrices de la categoría ecológica de epigeas y en estudios con otros animales donde se 
encuentran también grupos de bacterias intestinales asociados a la distinta morfología del intestino de 
los animales (Schmitt et al., 2012 y Moran et al., 2011). Este mantenimiento de un microbioma intestinal 
básico en cada categoría ecológica de lombriz (anécicas y epigeas) estará explicando los mecanismos que 
regulan los procesos de convergencia adaptativa en los intestinos de estas especies de lombrices, donde 
los procesos de selección natural pueden estar favoreciendo el establecimiento de un distinto microbioma 
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intestinal en cada categoría ecológica de lombriz que les permita desarrollar distintos procesos digestivos 
más relacionados con sus hábitos alimenticios que con las relaciones filogenéticas de las especie de lom-
briz estudiada con las bacterias. Esto a su vez, estará permitiendo una más eficaz descomposición de la 
materia orgánica y reciclado de nutrientes del suelo, igual que el control de ciertos patógenos ambientales 
en los estiércoles ganaderos de caballo. 
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El vermicompostaje se define como un proceso de biooxidación, degradación y estabilización de la mate-
ria orgánica, a través de la acción conjunta de algunas lombrices de tierra y microorganismos, mediante 
el que se obtiene un material final estabilizado, homogéneo, rico en nutrientes y de granulometría fina 
denominado vermicompost (Domínguez 2004). Uno de los beneficios más importantes del vermicom-
postaje de residuos orgánicos derivados de explotaciones agropecuarias es el uso de su producto final, 
vermicompost, como  enmienda o fertilizante orgánico de alta calidad (Marinari et al., 2000; Lazcano 
et al., 2011; Aira y Domínguez, 2011) que puede mejorar la salud de los suelos donde se aplica (Sinha et 
al., 2010, 2012; Gómez-Brandón et al., 2010; Prabhat et al., 2011; Gopal et al., 2012; Pathma et al., 2012) 
principalmente por su alto contenido en humus (Atiyeh et al., 2002; Canellas et al., 2002; Arancon et al., 
2003) y la estabilización (bacteriológicamente hablando) de la materia orgánica que aporta a los suelos 
(Edwards y Fletcher, 1988). Por lo tanto, el vermicompostaje es una buena alternativa para el tratamiento 
de los residuos orgánicos, en particular el estiércol de cerdo, que son acumulados en las granjas porcinas 
generando en muchas ocasiones problemas ambientales  (Gómez-Brandón et al., 2013). Se conoce que 
los vermicompost son sustratos ricos en comunidades microbianas diferentes donde se encuentran hon-
gos, bacterias y actinomicetos (Chaoui et al., 2003). En estos sustratos las bacterias forman una fracción 
importante que permiten la estabilización del residuo orgánico durante la descomposición de la materia 
orgánica y reciclado de nutrientes del mismo como ocurre en estudios de Suhane et al. (2007), Yasir et al. 
(2009), Vivas et al. (2009) y Busato et al. (2012). Según estos estudios, muchas de estas bacterias son 
bacterias beneficiosas estimuladas por la presencia de las lombrices como: fijadoras de nitrógeno (Azoto-
bacter, Rhizobium, Nitrobacter) y solubilizadoras de fosfato, las cuales pueden favorecer una más eficaz 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes en los estiércoles y en los suelos donde se 
apliquen como enmienda orgánica.
Las lombrices interaccionan con los microorganismos durante la descomposición de la materia orgánica 
y en particular llevan a cabo los procesos de vermicompostaje, en dos fases: una activa y otra fase de 
maduración. La fase activa sucede en los procesos asociados al paso de materia orgánica en descompo-
sición a través de sus intestinos (PAIs) (efectos directos de las lombrices de tierra) que incluyen todas 
las modificaciones que los microorganismos y la materia orgánica en descomposición sufren durante ese 
tránsito (Domínguez et al., 2010). Estas modificaciones incluyen los procesos intrínsecos de digestión y 
asimilación, la homogeneización del sustrato ingerido y la reducción del tamaño de partícula tras el paso 
por la molleja, incrementando así la superficie disponible para el ataque microbiano; incluyen también la 
producción de moco y sustancias excretadas como la urea y el amonio, que constituyen una fuente de nu-
trientes fácilmente asimilables para los microorganismos (Lavelle et al., 1995). En la fase de maduración, 
donde los microorganismos son los principales descomponedores de la materia orgánica y las lombrices de 
tierra pasan a un segundo plano afectando indirectamente a estos cambios bacterianos, se dan los pro-
cesos de envejecimiento y mezclado de materiales modificados por las lombrices (deyecciones) con otros 
sustratos orgánicos no modificados por ellas, también favorecen los cambios de biomasa microbiana en 
el producto final de estos procesos de maduración, el vermicompost, a lo largo del tiempo (Parthasarathi 
y Ranganathan, 2006). 
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Las relaciones existentes entre la biomasa microbiana y la actividad microbiana por la interacción entre 
las lombrices y las comunidades bacterianas en el vermicompostaje tienen importantes implicaciones 
en la estabilización de los residuos ganaderos. Todos los estudios realizados con técnicas tradicionales 
coinciden en que durante las primeras etapas del proceso de vermicompostaje se favorece un aumento de 
actividad microbiana por las lombrices de tierra E. andrei y E. fetida (Aira y Domínguez, 2009; Domínguez 
y Aira, 2010; Aira et al., 2010; Gómez-Brandón et al., 2011a, 2011b, 2012) aunque en algunas ocasiones 
no existen diferencias significativas entre las dos especies en la actividad microbiana (Aira et al., 2009). 
Además, dependiendo de la especie de lombriz estudiada estos cambios en actividad microbiana están 
asociados a un aumento de biomasa microbiana, en el caso de E. fetida (Aira y Domínguez et al., 2009; Aira 
et al., 2010) y en otros casos con una reducción biomasa microbiana, en el caso de E. andrei (Gómez-Bran-
dón et al., 2011a, 2011b, 2012). Por otro lado, con las mismas técnicas, se ha estudiado que durante la fase 
de maduración en el proceso de vermicompostaje se favorece una reducción de biomasa por igual entre 
distintas especies de lombrices empleadas (E. andrei, E. fetida y E. eugeniae) comiendo el mismo estiércol 
de cerdo (Aira y Domínguez, 2010, 2011) y se da un aumento de la actividad microbiana que depende de 
la especie de lombriz estudiada. Según los estudios de Canellas et al. (2013) durante la estabilización del 
vermicompost en el tiempo podría mantenerse una misma biomasa bacteriana derivada de los efectos 
indirectos de la especie de lombriz E. fetida. 
Centrándonos en las primeras etapas del proceso de vermicompostaje, es decir, en los efectos directos 
de las lombrices de tierra en la descomposición de la materia orgánica, los estudios de  Gómez-Brandón 
et al. (2012) observan con análisis de perfiles de ácidos grasos PLFAS (ácidos grasos de los fosfolípidos 
de membrana) los cambios de composición microbiana  tras el paso de tres estiércoles ganaderos (vaca, 
caballo y conejo) por los intestinos de tres especies de lombrices (E. andrei, E. fetida y P. excavatus). En 
estos estudios a pesar de encontrar diferencias en composición bacteriana debidas a la dieta que comen 
las lombrices, se observa una reducción de la biomasa microbiana de las bacterias Gram positivas y Gram 
negativas en las deyecciones de las tres especies de lombrices por igual cuando comen estiércol de caballo 
y conejo. Por otro lado, de manera particular, existen algunas diferencias cuando E. andrei come estiércol 
de vaca, observándose una reducción mucho mayor de Gram positivas y Gram negativas  en sus deyeccio-
nes que no se encuentra en las demás especies de lombrices. Además, en los estudios de Gómez-Brandón 
et al. (2011a) con las mismas técnicas tradicionales  de PLFAS se analizaron los vermicompost de la especie 
E. fetida que se alimentaba de estiércol de cerdo y se observó el efecto de esta especie de lombriz sobre 
la estructura y función de las comunidades bacterianas  del estiércol de cerdo durante las distintas eta-
pas del proceso completo de vermicompostaje. En este experimento se observó una bajada de biomasa 
bacteriana y fúngica en las capas más superficiales o jóvenes del reactor que más o menos se mantenía 
hasta estabilizarse en las capas finales del proceso en relación al control. Esto concuerda con los estu-
dios anteriores, poniendo de manifiesto el papel de esta especie E. fetida en los cambios de composición 
bacteriana durante las primeras etapas del vermicompostaje. Finalmente, en este estudio, también se 
observó una reducción en la diversidad microbiana medida con el índice de diversidad Shannon-Wiener 
respecto al control sin lombriz durante las distintas etapas del proceso. En los estudios de Gómez-Bran-
dón et al. (2011b) donde también estudia el proceso de vermicompostaje en las primeras etapas del pro-
ceso, se observa que la misma especie de lombriz, E. andrei, homogeniza las comunidades bacterianas  a 
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pesar de las diferencias encontradas entre las deyecciones debido a las dietas. Se observa que existe en 
las deyecciones una reducida y activa biomasa bacteriana relacionada con el procesado de los distintos 
estiércoles por los intestinos de esta lombriz. Por lo tanto, como también ocurría con la especie E. fetida 
en los estudios de Gómez-Brandón et al. (2011a), existe un efecto de esta especie de lombriz, E. andrei en 
los cambios de composición bacteriana durante las primeras etapas del vermicompostaje. Por otro lado, 
como podemos observar en los estudios de Gómez-Brandón et al. (2011a) con la especie E. fetida, los 
vermicompost podrían presentar una composición de comunidades bacterianas más estables debido a la 
reducción de biomasa microbiana encontrada en las primeras etapas del proceso que se mantienen en las 
etapas más tardías del proceso. Así pues, los vermicompost con esta composición bacteriana más estable 
podrían favorecer la salud de los suelos donde se apliquen, favoreciendo una más eficaz descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes de los mismos. Otros estudios como los de Aira y Domín-
guez (2010) se han centrado en los cambios de biomasa bacteriana y actividad durante la producción de 
las deyecciones por distintas especies de lombrices (E. andrei, E. fetida y E. eugeniae) hasta la obtención 
del vermicompost, producto final del proceso. Por lo tanto, en este trabajo se puede observar los efectos 
directos e indirectos de estas lombrices durante el vermicompostaje, estudiando así, el proceso completo 
del procesado del mismo estiércol de cerdo. En este trabajo se puede observar los efectos de las lombrices 
(directos e indirectos) por separado en experimentos diferentes sobre la biomasa y actividad microbia-
na. En un experimento, se observa que aumenta la biomasa microbiana durante las primeras etapas del 
vermicompostaje en las deyecciones de E. fetida y en otro experimento, se da una bajada de biomasa 
microbiana durante los procesos de envejecimiento en los vermicompost de las tres especies de lombrices 
antes comentadas. En estos estudios se hipotetiza que podría existir una relación microorganismos-lom-
brices mutualistas (Brown et al., 2000) durante la fase de maduración, donde se dan los procesos de 
envejecimiento de las deyecciones, que se mantengan en el vermicompost, permitiendo una comunidad 
microbiana más estable y especializada que desarrollará la descomposición de materia orgánica en el sue-
lo más eficazmente. Esto también podría estar relacionado con otros estudios de Yakushev et al. (2009) 
analizados con  técnicas tradicionales, donde se evalúa la composición por la biomasa microbiana con el 
método de respiración (SIR) y la diversidad microbiana con el índice de Shannon-Wiener y el sistema de 
microplacas con distintos requerimientos nutricionales para bacterias (BIOLOG) que analiza los perfiles 
fisiológicos de composición microbiana. Estas técnicas analizan el vermicompost de distintas lombrices 
(E. andrei, A. caliginosa y A. longa) y se observa que durante la fase de maduración del proceso de ver-
micompostaje existe un establecimiento de comunidades bacterianas estrategas-r, más especializadas 
en el vermicompost de las distintas especies de lombrices. Aunque en este estudio existe efecto de las 
especies de lombrices sobre los cambios de composición y diversidad microbiana durante los procesos de 
vermicompostaje, también se observa que dependen de la naturaleza del sustrato del que se alimentan 
las mismas.
A continuación, existen estudios donde se centran en los efectos indirectos de las lombrices como los 
trabajos de  Aira y Domínguez (2011). En este trabajo se estudia  la evolución de actividad de las comunida-
des microbianas en purín de cerdo que se inocula con los vermicompost de distintas especies de lombrices 
(E. fetida, E. andrei y E. eugeniae) que comen el mismo estiércol de cerdo. En los resultados del experimen-
to todos los sustratos obtenidos del procesado de estiércol de cerdo por las distintas especies de lombri-
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ces tienen una alta actividad microbiana respecto al control sin lombrices, aunque podría haber diferen-
cias debido a la especie de lombriz estudiada. Así pues, se encuentra que hay una pequeña diferencia en 
actividad microbiana en E. andrei que es entre 22 y 42 veces mayor que en las demás especies estudiadas 
(E. fetida y E. eugeniae). Esto concuerda con otros estudios de Aira et al. (2007) los cuales encuentran que 
durante la fase de maduración, la misma especie de estudio E. fetida está afectando indirectamente a los 
cambios de biomasa y actividad bacteriana observándose una bajada de actividad microbiana durante la 
estabilización del vermicompost. Ambos resultados de los dos estudios, ponen de manifiesto el papel de 
las distintas especies de lombrices, en el aumento o reducción de actividad microbiana durante las últimas 
etapas del proceso de vermicompostaje.
Siguiendo en esta última etapa de maduración,  en estudios de Lores et al. (2006) emplearon técnicas 
tradicionales de perfiles de ácidos grasos metil-ester (FAMES) con las que analizaron el vermicompost 
de distintas especies de lombrices (E. andrei, E. eugeniae y L. rubellus) que comían tres tipos distintos 
de estiércoles (cerdo, caballo y vaca). Los resultados de este trabajo son que la microbiota inicial de cada 
residuo es transformada tras su vermicompostaje en una nueva comunidad microbiana, la cual puede 
ser discriminada en base a la especie de lombriz empleada, pero que aún se relaciona con la comunidad 
inicialmente contenida en el residuo orgánico como ocurría en los estudios de Yakushev et al. (2009). 
Este resultado indica que 1) la acción particular de una especie concreta de lombriz sobre diferentes 
substratos podría favorecer el desarrollo común de ciertos grupos de microorganismos en los diferentes 
vermicomposts originados y 2) algunos grupos microbianos autóctonos de cada substrato se conservan 
después de su vermicompostaje. En estos estudios podemos encontrar que los dos factores (dieta y 
especie de lombriz) están afectando a los cambios de biomasa microbiana y actividad en el vermicom-
postaje de los distintos estiércoles ganaderos. Estos estudios deberían acompañarse de otros análisis 
con técnicas moleculares de mayor resolución  que nos diera más información del efecto del factor 
especie de lombriz sobre cambios de composición y diversidad de bacterias concretas durante la fase de 
maduración del proceso de vermicompostaje poco estudiadas hasta ahora.
Por otro lado, con técnicas moleculares, se observan distintos aspectos de los cambios de compo-
sición y diversidad  de las comunidades bacterianas durante el vermicompostaje. Estas técnicas nos 
permiten conocer debido a la mayor resolución de la misma, qué tipo de bacterias concretas son más 
afectadas que otras por distintas especies de lombrices y por el tiempo de maduración distinto de los 
sustratos procesados por las mismas. Algunos estudios moleculares de Byzov et al. (2009) utilizan 
análisis filogenético aplicando secuenciación del gen 16 S ARNr y se centran en cambios de diversidad 
microbiana en los procesos asociados al intestino de las lombrices (PAIs), es decir, en las primeras eta-
pas del proceso de vermicompostaje. Estos estudios analizan tanto los intestinos, como las deyecciones 
de distintas especies de lombrices Aporrectodea caliginosa, Lumbricus terrestris y Eisenia fetida. Por lo 
tanto, se centran en los efectos directos de las lombrices de tierra durante la descomposición de mate-
ria orgánica del suelo, donde se encuentra nuevos filos de bacterias asociados a las distintas especies 
de lombrices que no están en el suelo. Algunos de estos filos pertenecen a la familia Aeromonadaceae, 
Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Moraxellaceae, Pseudomonadaceae, y Sphin-
gobacteriaceae (pertenecen al filo Bacteroidetes), tan bien como  las bacterias del filo Actinobacteria. 
Otras pertenecen a los filos Proteobacteria y Bacteroidetes. Aunque en este estudio solo tenemos una 
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especie de lombriz vermicompostadora, E. fetida, este estudio nos aporta información sobre  el papel 
de las distintas especies de lombrices en el proceso de descomposición de la materia orgánica y  a 
su vez, del papel concreto de E. fetida durante los cambios de composición y diversidad microbianas 
tras el paso de materia orgánica por sus intestinos que se podrían relacionar con las primeras etapas 
del proceso de vermicompostaje. Existen algunos estudios realizados con técnicas moleculares (DGGE), 
como los de Sen y Chandra (2009) donde se ha observado que las comunidades microbianas cambian y 
evolucionan en su actividad deshidrogenasa de una forma diferente durante la fase de maduración de 
distintos estiércoles ganaderos si las comparamos con los cambios de estas enzimas en los residuos 
iniciales cuando este mismo se degrada sin lombrices. Además, se evalúan las diferencias en diversi-
dad bacteriana con microplacas de perfiles fisiológicos funcionales de bacterias (BIOLOG) e índices de 
diversidad entre compost y vermicompost de la especie de lombriz epigea Eudriulus eugeniae, donde se 
encuentra que en el vermicompost de esta lombriz existe una baja abundancia de microorganismos en 
comparación con el compost de algunos filos de bacterias durante la fase de maduración del estiércol 
ganadero. Además, se observa un aumento de actividad microbiana en los vermicompost debido al paso 
del tiempo de maduración o estabilización microbiana del sustrato. Otros estudios de Fracchia et al. 
(2006) que emplean SSCP (single-strand conformation polimorfism) o polimorfismo de conformación 
de cadena única, para amplificar con PCR el gen 16S ARNr para identificación de bacterias, encuentran 
que durante la fase de maduración del vermicompostaje de distintos estiércoles ganaderos: cerdo, vaca 
y pollo llevados a cabo por la lombriz E. fetida, el producto final de vermicompost tiene una mayor 
diversidad bacteriana (sobre todo de Gram positivos) con mayor abundancia en los filos de bacterias 
clasificadas como: Firmicutes y  Actinobacteria y una menor abundancia de Cloroflexi, Acidobacteria, 
Bacteroidetes y Gemmatimonadetes.  A nivel general, en algunos estudios moleculares como los de 
Fracchia et al. (2006), Vaz-Moreira et al. (2008), Vivas et al. (2009) y  Yasir et al. (2009),  se han analiza-
do la diversidad bacteriana a nivel taxonómico y filogenético  durante la fase de maduración del proceso 
de vermicompostaje de  esta lombriz E. fetida, donde los vermicomposts resultantes son producto de 
la transformación de diferentes residuos que aunque no son estiércoles ganaderos en todos los casos, 
se observa una misma presencia y mayor abundancia de bacterias pertenecientes a los filos bacteria-
nos Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria y Firmicutes. Estos filos de bacterias 
pueden estar más relacionados con las especies de lombrices que con los distintos residuos utilizados 
ya que están presentes en todos los vermicompost. Además, en los estudios de Vaz-Moreira et al. 
(2008) la mayor abundancia en Firmicutes está relacionada con el género Bacillus sp. que tiene actividad 
antimicrobiana contra Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus que son patógenos ambientales. 
Y en los casos de Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria y Firmicutes también 
pueden tener actividades antifungicas contra plagas de plantas (Yasir et al., 2009). Finalmente, en los 
estudios moleculares de Fernández-Gómez et al. (2012) que analiza con DGGE y análisis COMPOCHIP 
las comunidades bacterianas de los vermicompost de E. fetida que come distintos residuos orgánicos, 
se observa que también hay unos filos de bacterias comunes a todos los vermicompost. Estos filos de 
bacterias son también clasificados en: (a y β) Proteobacteria y Firmicutes mayoritariamente y forman 
parte de la diversidad de bacteriana de los vermicompost de esta especie de lombriz.
En general, los datos con técnicas tradicionales nos informan aunque con menor resolución que las 
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técnicas moleculares, de la influencia de los distintos factores (especies de lombrices, sustrato o dieta 
y tiempo de maduración del sustrato procesado por las mismas) sobre los cambios de composición bac-
teriana durante el proceso de vermicompostaje. Además, a nivel general, estos cambios de composición 
bacteriana en el tiempo (desde la producción de deyecciones (producto modificado por las lombrices) 
hasta la obtención de vermicompost) que pasa de un aumento de biomasa microbiana en las deyeccio-
nes hasta su reducción y activación en el vermicompost de las lombrices podría estar relacionada con los 
cambios de diversidad bacteriana en los vermicompost, ya que no todas las bacterias son modificadas 
por igual, tras su paso por los intestinos de las lombrices y existen algunos estudios con técnicas tra-
dicionales que observan esta relación (Gómez-Brandón et al., 2011a; Sen Chandra, 2009 yYakushev et 
al., 2009). A pesar de estos hallazgos y los estudios moleculares que se han realizado para caracterizar 
molecularmente las bacterias  (Fracchia et al. (2006), Vaz-Moreira et al. (2008), Vivas et al. (2009), Ya-
sir et al. (2009) y Fernández-Gómez et al. (2012)), utilizando sobretodo muestras de vermicompost rela-
cionadas con las últimas etapas del proceso, hasta ahora no existen estudios que hayan aclarado en qué 
medida diferentes especies de lombrices modifican la (a y β) diversidad de bacterias que inicialmente 
se encuentran en el residuo orgánico y tampoco, cómo evoluciona esta microbiota durante el proceso 
de vermicompostaje completo en las distintas etapas de maduración del proceso (efectos directos e 
indirectos en el tiempo). Por esto, el objetivo de este estudio es intenta observar los cambios de com-
posición y (a y β) diversidad durante todo el proceso de vermicompostaje, es decir, en tiempos distintos 
de maduración del sustrato (desde la producción de deyecciones hasta la obtención del vermicompost 
tras el envejecimiento de las mismas en el tiempo, y el mezclado con sustrato no modificado por las 
lombrices). Y así, observar los efectos de distintas especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) que son 
biológica (Domínguez et al., 2005) y filogenéticamente distintas (Pérez-Losada et al., 2005; Domínguez 
y Pérez-Losada, 2010) sobre los cambios de composición y (a y β) diversidad a distintos niveles taxonó-
mico y filogenético durante el vermicompostaje de un mismo estiércol de cerdo. Para llevar a cabo este 
objetivo, se tuvo en cuenta que estas dos especies de lombrices de tierra Eisenia andrei (Savigny, 1826) 
y Eisenia fetida (Bouché, 1972) (Oligochaeta, Lumbricidae) son dos especies de lombrices estrechamente 
emparentadas y filogenéticamente diferentes (Pérez-Losada et al., 2005; Domínguez y Pérez-Losada, 
2010) como ya hemos comentado, que son muy utilizadas para el reciclaje de residuos orgánicos me-
diante vermicompostaje. Este uso tan extendido se debe a que estas especies de lombrices epigeas 
cuya alimentación está más relacionada con la degradación de grandes cantidades de materia orgánica 
que hay en superficie donde viven, son ubicuas con una distribución cosmopolita, con ciclos de vida cor-
tos, un rango amplio de tolerancia a la temperatura y a la humedad y un manejo relativamente sencillo 
(Domínguez, 2004). El hecho de que sean dos especies diferentes  tiene importantes implicaciones; así 
por ejemplo en los procesos de vermicompostaje es más recomendable la utilización de E. andrei que 
tiene tasas de crecimiento y reproducción más altas que E. fetida. Estudiar el efecto de estas dos espe-
cies de lombrices se hace interesante debido al hecho de ser dos especies de lombrices emparentadas 
con un mismo origen común que podrían afectar por igual o no, a los cambios de composición y diver-
sidad bacteriana (a y β) durante el vermicompostaje. Por un lado, podrían compartir algunas bacterias 
en sus intestinos por su mismo origen común, pero por otro lado, al ser dos especies distintas también 
podrían modificar de forma diferente las comunidades bacterianas de los estiércoles de cerdo tras el 
paso de los mismos por sus intestinos. Esto podría deberse a que las distintas especies de lombrices 
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han adquirido distintas bacterias durante su evolución permitiéndoles llevar a cabo de manera diferente 
la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes del estiércol inicial. A su vez, como 
son especies de lombrices con gran importancia en procesos de vermicompostaje es importante conocer 
si tienen el mismo efecto o no, sobre las comunidades bacterianas de un mismo estiércol ganadero, ya 
que esto permitirá el uso y aplicación de ambas o cada una de las especies de lombrices por separado, 
para favorecer una más eficaz descomposición de la materia orgánica y  procesos de vermicompostaje. 
Debido a otros estudios realizados con técnicas moleculares de pirosecuenciación con otros animales: 
mamíferos por Ley et al. (2008); abejas de la miel por Moran et al. (2011) y esponjas tropicales por Schmitt 
et al. (2012), donde se observan que existen cambios de composición y (a y β) diversidad bacterianas 
por efecto del factor especie o filogenia, podemos hipotetizar que el factor especie de lombriz, también 
podría estar afectando a los cambios de composición y a y β diversidad bacteriana durante el proceso de 
vermicompostaje. De esta manera, si existe efecto de la  especie de lombriz, existirá un patrón común 
de cambios en composición y diversidad en las comunidades bacterianas de las muestras de deyecciones 
y vermicompost de las distintas especies de lombrices. Además, debido a que existen algunos estudios 
donde se observan cambios de composición y diversidad bacteriana en el tiempo de procesado del sustrato 
por las lombrices de tierra, E. andrei y E. fetida (Gómez-Brandón et al., 2011a, Aira y Domínguez, 2010), 
aunque  son analizados con técnicas tradicionales de menor resolución, se espera que el tiempo influya 
en los cambios de composición y (a y β) diversidad durante los procesos de vermicompostaje de estas dos 
especies de lombrices. Finalmente, debido a las mismas condiciones de procesado del sustrato (deyec-
ciones o vermicompost) que son modificados por las distintas especies de lombrices de tierra, se espera 
encontrar una composición de bacterias básica que sea común entre los distintos tratamientos estudiados 
(deyecciones de E. andrei y E. fetida; vermicompost de E. andrei y E. fetida; deyecciones y vermicompost de 
E. andrei; deyecciones y vermicompost de E. fetida).
3.2. Material 
3.2.1. Lombrices y sustrato utilizado.
Se utilizaron las especies de lombrices de tierra Eisenia andrei y Eisenia  fetida  que se recogieron de dis-
tintos cultivos montados en la Facultad de Biología de la Universidad de Vigo en las mismas condiciones 
de temperatura (20ºC) y se mantuvieron con una misma dieta de estiércol de cerdo. El estiércol de cerdo 
se congeló a -20 ºC, para evitar posibles contaminaciones debidas a la presencia de capullos y lombrices 
en los mismos. Tras 2 días, se descongeló, se homogenizó y se almacenó a temperatura ambiente junto a 
los demás cultivos montados.
3.2.2. Diseño experimental.
Se recogieron 10 lombrices adultas de cada especie de lombriz E. andrei y E.  fetida que vivían en sus 
cultivos respectivos comiendo estiércol de cerdo y se dispusieron en placas Petri (2 especies de lombrices 
x 10 réplicas, N=20). Las placas se montaron con ¼ de estiércol y ¾ de vermicompost de cama de cada 
cultivo (este vermicompost se obtenía del respectivo cultivo donde se recogían cada especie de lombriz) y 
se almacenaron a 20ºC en la cámara de cultivo. Cada semana se le daba de comer a las lombrices en placa 
Petri el estiércol de cerdo ad libitum. 
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3.2.3. Obtención de muestras: deyecciones y vermicompost de las lombri-
ces de tierra.
Para obtener las deyecciones, se siguió el protocolo de Gómez-Brandón et al. (2011) con algunas modifica-
ciones. Según este protocolo, tres días después de darles comida se retiraron las lombrices de sus placas y 
se lavaron 3 veces con agua destilada. Se dispuso cada lombriz en una placa Petri estéril con papel de filtro 
humedecido en su base y otro cubriendo la lombriz. Tras 24 horas a 20ºC, se recogieron las deyecciones de 
todas las lombrices con una espátula estéril y se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5 ml. Las lombrices 
de cada especie se retiraron del papel de filtro y se volvieron a colocar en sus placas con su comida de 
estiércol de cerdo correspondiente. Desde la puesta de lombrices en placas Petri con filtros humedecidos 
hasta la recogida de deyecciones tras 24 horas a 20ºC se utilizaron las mismas condiciones de esterilidad 
dentro de la cabina de flujo anteriormente descrito. Las deyecciones de cada especie de lombriz se trans-
firieron a tubos eppendorf de 1,5 ml autoclavados con la espátula dentro de la cabina de flujo laminar 
y si la lombriz interfería en la recogida de la deyección, se utilizaban las pinzas para apartarla. Una vez 
recogidas las deyecciones en los eppendorf correspondientes, se devolvieron las lombrices a sus placas 
Petri con su estiércol de cerdo correspondiente. Esto se realizaba tras cada recogida de deyecciones para 
que las lombrices comieran otra vez estiércol de cerdo y se pudiera continuar la recogida de deyecciones 
hasta alcanzar la cantidad necesaria para la extracción de ADN (0,25 g). El vermicompost se recogió de la 
cama de los diferentes cultivos de E.andrei y E. fetida que habían recibido una misma dieta de estiércol de 
cerdo. Se recogieron 5 réplicas de cada cultivo (5 réplicas x 2 especies de lombrices, N=10). Luego, se pesó 
la cantidad de 0,25 g de una sola vez y se colocó en tubos eppendorf estériles de 1,5 ml para almacenarlos 
posteriormente.
Finalmente, los tubos eppendorf con los dos tipos de muestras (deyecciones y vermicompost) de cada 
especie de lombriz (E. andrei y E. fetida) se almacenaron a -80ºC hasta la siguiente recogida de muestra. 
En el caso de las deyecciones, este protocolo se repitió 10 veces hasta alcanzar los 0,25 g de muestra. Tras 
sacar cada vez las muestras de deyecciones del congelador a -80ºC para recoger más, se tuvo en cuenta 
que las condiciones de temperatura no cambiaran. Siguiendo a Cardona et al. (2012) se mantuvieron las 
muestras de deyecciones en hielo para evitar que se descongelaran las muestras y que se degradara el 
ADN por los cambios de congelación y descongelación. Finalmente, se almacenaron las muestras de de-
yecciones a -80ºC hasta la extracción de ADN.
3.3. Métodos
3.3.1. Extracción de ADN.
La extracción de ADN se realizó con el kit de extracción PowerSoil DNA Isolation (Mobio Laboratorios Inc., 
Carlsbad, USA) aplicando las modificaciones del protocolo del lisis del kit y el método de concentración del 
ADN del mismo explicadas en apartados anteriores del material y métodos general. Finalmente, una vez 
extraído el ADN, se almacenaron las muestras a -80ºC.
3.3.2. Pirosecuenciación del ADN.
Tras la extracción de ADN de las muestras, se realizó el siguiente análisis molecular de pirosecuenciación 
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con un volumen de 10 µl de ADN concentrado. Todas las muestras con ADN extraído fueron enviadas a 
Brigham Young University (Utah, EEUU) para ser pirosecuenciadas con un pirosecuenciador 454 Roche GS 
FLX+ Titanium. De este se obtienen los datos en archivos sff que son utilizados para posteriores análisis 
bioinformáticos con el programa MOTHUR (Schloss et al., 2009) que eliminan los posibles errores deriva-
dos de  la técnica, limpiando así el ADN de las muestras. A su vez, se utiliza este programa para analizar 
la diversidad y composición bacteriana de las muestras a niveles distintos (taxonómico y filogenético).
3.3.3 Análisis bioinformático.
Las secuencias de ADN recogidas tras el análisis de pirosecuenciación con el 454 Roche FLX+ Titanium 
fueron procesadas con las herramientas informáticas de MOTHUR (Schloss et al., 2009) para posteriores 
análisis estadísticos de la composición y diversidad de bacterias asociadas a las muestras de deyecciones 
y vermicompost de las lombrices Eisenia fetida y Eisenia andrei que comen estiércol de cerdo. Para em-
pezar, debido a la gran cantidad y tamaño de datos generados por la técnica de pirosecuenciación y a los 
errores que se pueden haber generado tras este tipo de análisis, se necesitan programas informáticos que 
reduzcan estos errores y ayuden a limpiar, agrupar, clasificar las secuencias antes de ser utilizadas para 
determinar la composición y la a y β diversidad bacteriana de la muestras de las especies de lombrices 
E. fetida y E. andrei. La herramienta informática que se utilizó para llevar a cabo este trabajo fue el pro-
grama MOTHUR (Schsloss, et al., 2009). Se redujo el error de las secuencias, se procesaron, agruparon y 
clasificaron siguiendo los pasos descritos en el material y métodos generales hasta el posterior análisis de 
composición y diversidad.
Para realizar el análisis de composición y diversidad se generaron los OTUs al 97% de similaridad y se 
clasificaron taxonómicamente. A partir de aquí realizamos una descripción de las comunidades bacteria-
nas a nivel taxonómico de Filo. Además se realizaron los análisis de composición y diversidad (a y β) tanto 
a nivel taxonómico como a nivel filogenético con medidas cuantitativas y cualitativas de las comunidades 
bacterianas intestinales (deyecciones) y sus vermicomposts (sustratos derivados de la mezcla de estas 
deyecciones con suelo no modificado por las lombrices) de las distintas especies de lombrices (E. andrei 
y E. fetida) que se alimentaba de estiércol de cerdo siguiendo el tutorial del programa MOTHUR (Schloss 
et al., 2009), como está detallado en el material y métodos general. Además, se utilizaron las secuencias 
de los archivos .fasta, .groups y .names generados por el comando trim.seqs que contenían todas las se-
cuencias de las deyecciones y vermicompost de las distintas lombrices alimentadas con estiércol de cerdo 
para generar una agrupación de estas secuencias por especies de lombrices y tiempo (tipo de muestras en 
diferentes tiempos de maduración: desde que sale del intestino en forma de deyecciones, hasta que estas 
deyecciones que son un producto modificado por las lombrices son mezcladas con la materia orgánica sin 
modificar y se forma el producto resultante vermicompost). Para realizar esta agrupación de las muestras 
de deyecciones y vermicompost de las dos especies de lombrices se utilizó el comando merge.files del 
programa MOTHUR (Schloss et al., 2009). Con los archivos generados por este comando de merge.files: 
vermicast.names, vermicast.fasta y vermicast.groups se realizaron los posteriores análisis de composi-
ción y diversidad bacteriana sobre las deyecciones y vermicompost. Se utilizaron para realizar este análisis 
distintos archivos llamados design para realizar agrupaciones según los distintos factores (un design para 
el factor tiempo: tiempo.design.txt y otro para el factor especie de lombriz: eisenias.design.txt). Y por 
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último, un design para observar cómo afecta el tipo de tratamiento distinto que empleamos y observar el 
efecto conjunto de los dos factores (deyecciones E. andrei, deyecciones E. fetida, vermicompost E. andrei 
y finalmente vermicompost E. fetida: muestrastiempo.design.txt). De este modo, se podían observar los 
efectos de los distintos factores (el factor especies y el factor tiempo) sobre los cambios de composición y 
diversidad bacteriana en las lombrices de tierra E. andrei y E. fetida. 
3.3.4. Análisis estadísticos.
Para analizar los cambios en la a-diversidad a nivel taxonómico (por OTUs) se aplicó un modelo lineal 
general (MLG) y un test a posteriori de HSD Tukey para cada índice de riqueza y diversidad. Se observó si 
existían cambios de a-diversidad en los índices de riqueza (Chao y Sobs) y diversidad (Simpson y Shan-
non–Wiener) en las comunidades bacterianas de las deyecciones y vermicompost de las distintas especies 
de lombrices (E. andrei y E. fetida) alimentadas con estiércol de cerdo debido a los distintos factores. Es 
decir, se observaron si existían cambios de a-diversidad bacteriana asociados a los factores tiempo y es-
pecie de lombriz y además, su interacción (tiempo x especie) dentro del mismo modelo lineal general con el 
programa estadístico STATISTICA (versión 10.0). Los cambios en la a-diversidad filogenética se analizaron 
con MLG y un test a posteriori de HSD Tukey sobre los valores del índice de Faith (1992) con el mismo pro-
grama STATISTICA (versión 10.0). Además, para realizar el análisis de riqueza dentro de la a-diversidad a 
nivel taxonómico se realizaron dos curvas de coleccionista donde se representaron los números de OTUs 
en función del número de secuencias acumuladas agrupadas por los factores tiempo y especie. Este aná-
lisis se realizó con el programa MOTHUR aplicando el comando collect sobre el fichero de datos generado.
Para estudiar la β-diversidad taxonómica y filogenética, se generaron matrices de distancias con índices 
cuantitativos (Bray-Curtis y weighted Unifrac) y cualitativos (Jaccard y unweighted Unifrac) que se utili-
zaron para visualizar la β-diversidad entre las muestras de lombriz en distintos tiempos (deyecciones y 
vermicompost) durante la fase de maduración de los procesos de descomposición de la materia orgánica y 
reciclado de nutrientes de dos especies de lombrices distintas (E. andrei y E. fetida). Además se realizaron 
los análisis estadísticos de AMOVAs (análisis de varianza molecular) con estas matrices para comprobar 
si la separación entre las muestras observada en los PCoAs era estadísticamente significativa. Estos aná-
lisis se realizaron con el programa MOTHUR. Además, tras el análisis de coordenadas principales (PCoAs) 
que determina las diferencias en la estructura (cuantitativo) de la comunidad bacteriana y composición 
(cualitativo) entre deyecciones y vermicompost durante la fase de maduración en los procesos asociados 
a las deyecciones de dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) se realizó un análisis de correlación. 
Este análisis se realizó para saber qué OTUs son los responsables del movimiento de las muestras en cada 
tratamiento estudiado (deyecciones de E. andrei, deyecciones E. fetida, vermicompost E. andrei y vermi-
compost E. fetida) que separarán las muestras hacia un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los análisis de 
coordenadas principales (PCoAs). El resultado es una matriz donde para cada OTU tenemos la ρ de Spear-
man (coeficiente de correlación) y el valor de significación con cada uno de los ejes. Los OTUs con valores 
de p-valor que son significativos (<0.05), tienen un peso importante dentro cada eje, lo que indica que 
muestras con esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la abundancia y/o presencia (índices 
cuantitativos o cualitativos) de los OTUs.
Además, se realizó un análisis de composición bacteriana a nivel taxonómico para observar si exis-
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tían cambios en la composición de bacterias debido a diferencias entre especies de lombrices y si estas 
diferencias en composición bacteriana entre especies, también podían tener relación con las diferencias 
que se encuentren entre dos tipos de muestras (deyecciones y vermicompost) en el tiempo distinto de 
maduración. En el caso de que la variable dependiente (abundancia de cada filo de bacterias) fuese normal 
y homogénea se aplicó un modelo lineal general (MLG) para los dos factores (especie y tiempo) y para 
observar la interacción entre ambos (especie x tiempo). Además se realizó un test a posteriori de HSD 
Tukey con el programa estadístico STATISTICA (versión 10) para conocer qué factores (especie o tiempo) 
eran responsables de estas diferencias en abundancia de filos de bacterias en las interacciones. Cuando la 
variable dependiente (abundancia de filos de bacterias) no cumplía estos principios de homogeneidad, ni 
normalidad, se aplicó un modelo lineal generalizado (MLZ) con distribución Poisson.. La función de enlace 
elegida fue la logarítmica porque seguían esta misma distribución, sin necesidad de que los datos fueran 
normales, ni homogéneos. Para contraste de hipótesis de todos los efectos se utilizó el estadístico de X2 
de Wald e intervalo de confianza de Wald para observar si existe alguna relación entre las variables selec-
cionadas (abundancias de filos de bacterias) con los factores de contraste (especie y tiempo). Se tuvieron 
en cuenta las pruebas de goodness of fit para valorar la calidad del modelo seleccionado, utilizando el 
estadístico X2 de Pearson, cuyo valor <0.05 fue tomado de referencia para considerar los datos significati-
vamente bien ajustados al modelo elegido. Cada análisis se realizó relacionando un filo de bacterias con el 
tiempo y especies de lombrices distintas estudiadas Este modelo lineal generalizado MLZ se realizó con el 
programa estadístico STATISTICA (v. 10).
3.4. Resultados
3.4.1. Composición de bacterias a nivel taxonómico de Filo en las deyeccio-
nes y vermicompost de las lombrices de tierra E. andrei y E. fetida y existen-
cia de un grupo de bacterias comunes entre todas las deyecciones y vermi-
compost de las dos especie de lombriz de tierra estudiadas.
Por los resultados obtenidos podemos confirmar que dependiendo de los filos de bacterias existen dife-
rencias entre deyecciones y vermicompost de las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) debidas 
al tiempo transcurrido durante la fase de maduración de deyecciones y la formación del vermicompost 
durante los procesos de vermicompostaje (Figura 1). Además, por otro lado, también existen filos de bac-
terias cuyas abundancias presentan diferencias significativas debido al tiempo y en algunos pocos filos 
también debido a las distintas especies de lombrices (E. andrei y E. fetida), pero no encontramos ningún 
filo de bacteria donde exista interacción entre ambos factores. Así, existen diferencias significativas entre 
las abundancias de bacterias del filo Proteobacteria y las muestras de tiempos distintos (deyecciones y 
vermicompost) y entre las especies de lombrices distintas (E andrei y E. fetida), pero no existe interacción 





=236,89, P<0,001, especie x tiempo, F
1,13
= 2,221, P=0,160). También las abundancias de Bacte-
roidetes son significativamente diferentes entre muestras de distintos tiempos (deyecciones y vermicom-
post), pero no entre especies de lombrices (E. andrei y E. fetida), ni interacción entre factores (tiempo x es-
pecies) (MLG univariante, tiempo, F 
1,13
=31,41, P<0,001; especie, F 
1,13
=1,86, P=0,196; tiempo x especie, F
1,13
= 
1,81, P=0,202). También, las abundancias de Firmicutes son significativamente diferentes entre muestras 
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de distinto tiempo (deyecciones y vermicompost) y además, entre especies distintas (E. andrei y E. fetida), 





=17,50, P<0,001; tiempo x especies, F
1,13
=3,80, P=0,073). La abundancia de bacterias sin clasificar 
“Unclassified” también tiene diferencias significativas en las muestras de deyecciones y vermicompost 
debido al tiempo, pero no debido a la especie, ni tampoco hay interacción entre ambos factores (MLG uni-
variante, tiempo, F 
1,13
=7,15, P=0,019; especies, F
1,13
=1,60, P=0,228; especies x tiempo, F
1,13
=0,01, P=0,929). 
En el caso de las abundancias del filo TM7 encontramos que existe diferencias significativas del filo entre 
las muestras (deyecciones y vermicompost) debido al tiempo, pero no hay dependencia con las especies de 
lombrices (E. andrei y E. fetida), ni tampoco interacción entre ambos factores (MLG univariante, especie, 
F 
1,13
= 3,95, P=0.068; tiempo, F 
1,13
 =59,51, P<0,001; especie x tiempo, F 
1,13
= 0,61, P= 0,447) (Figura 1). El 
resto de filos de bacteria (Cloroflexi, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Synergistetes y Gemmatimonadetes) 
no presentan diferencias significativas ni entre muestras de distintos tiempos (deyecciones y vermicom-
post), ni entre especies. Además, tampoco existen interacciones posibles entre ambos factores dentro de 
estos filos de bacterias (Figura 1).
Para los análisis de los grupos de bacterias comunes se realizó un diagrama de venn para todos los 
tratamientos estudiados (deyecciones E. andrei, deyecciones E. fetida, vermicompost E. andrei y vermi-
Figura 1. Composición de Filo de bacterias a nivel taxonómico entre distintas muestras (deyecciones y vermicom-
post) procesadas en distintos tiempos por dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida). 
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compost E. fetida) y así se pudo diferenciar distintos grupos de bacterias comunes entre las muestras de 
lombrices que tienen en común el mismo procesado del sustrato fresco modificado (deyecciones) hasta 
obtener el vermicompost durante las distintas fases del proceso de vermicompostaje (efectos directos e 
indirectos de las dos especies de lombrices de tierra sobre la composición bacteriana inicial del sustrato). 
Para representar los grupos de bacterias distintos se realizó un diagrama de venn con el mismo comando 
venn de MOTHUR (Figura 2). Primero, se puede observar en la figura 2 que existen 80 OTUs compartidos 
entre las deyecciones y vermicompost de la misma especie de lombriz, E. andrei. Este núcleo común de 
bacterias está formado por bacterias pertenecientes a los filos Firmicutes (78%), Proteobacteria (18%), 
Actinobacteria (4%), TM7 (0,3%), Verrucomicrobia (0,01%) y otras sin clasificar Unclassified (0,07%) (Figura 
3). Después, observamos que hay 67 OTUs comunes entre las deyecciones y vermicompost de la otra es-
Figura 2. Grupo de bacterias comunes entre tipos de tratamientos diferentes (deyecciones de Ea, deyecciones de 
Ef, vermicompost de Ea y vermicompost de Ef) donde las dos especies de lombrices son Ea: E. andrei y Ef: E. fetida.
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pecie de lombriz, E. fetida. Este núcleo común de bacterias está formado por Firmicutes (92%) y en menor 
contribución encontramos los filos Proteobacteria (3%), Actinobacteria (4%), TM7 (0,3%), Bacteroidetes 
(0,03%), Verrucomicrobia (0,01%) y otras sin clasificar Unclassified (0,006%) (Figura 3). Además, en esta 
figura  2 se puede observar que las deyecciones de las especies de lombrices E. andrei y E. fetida comparten 
69 OTUs. Estos OTUs comunes a todas las deyecciones de las dos especies de lombrices epigeas (E. andrei 
y E. fetida) fueron clasificados taxonómicamente a nivel de Filo y se muestran en la figura 3. Podemos ver 
que mayoritariamente este núcleo común de bacterias está formado por bacterias pertenecientes a los 
filos Firmicutes (74%), Proteobacteria (22%), y otros filos minoritarios como Actinobacteria (3%), Bacteroi-
detes (0,5%), TM7 (0,3%), Verrucomicrobia (0,01%), y bacterias sin clasificar “Unclassified” (0,02%) (Figura 
3). Además, existen 130 OTUs compartidos entre los vermicompost de las dos especies de lombrices E. 
andrei y E. fetida. Podemos ver que mayoritariamente este núcleo común de bacterias está formado por 
bacterias pertenecientes a los filos Firmicutes (74%) y Proteobacteria (21%), y otros filos de menor con-
tribución son Actinobacteria (4%), TM7 (0,46%), otras sin clasificar a nivel de filo “Unclassified” (0,10%), 
Bacteroidetes (0,12%), Verrucomicrobia (0,04%), Acidobacteria (0,03%), Cloroflexi (0,008%) (Figura 3).
Figura 3. Diagrama de Venn sobre matrices de distancia a una distancia 0.03 entre abundancias relativas de OTUs 
agrupados por las deyecciones (c) y vermicompost (v) de distintas especies de lombrices (Ea: E. andrei y Ef: E. fetida). 
La riqueza compartida entre especies es de  1022 OTUs.
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3.4.2. Estima de la a-diversidad de bacterias en las deyecciones y vermi-
compost de dos especies de las lombrices emparentadas (E. andrei y E. fe-
tida). Curvas de rarefacción, índices de riqueza (Chao y Sobs) y diversidad 
taxonómica (Simpson y Shannon-Wiener) y filogenética (Faith).
La curva de coleccionista nos informa de cómo de bien hemos muestreado nuestras muestras, midien-
do cómo cambia el número de OTUs en función del número de secuencias. Según la forma de la curva 
de coleccionista determinamos si el esfuerzo de muestreo (el número de secuencias muestreadas) fue 
suficiente para estimar/calcular la riqueza de la composición bacteriana en las muestras de deyección y 
vermicompost de las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) o estuvo mal muestreada. La curva 
parabólica es la que nos da información de que hemos muestreado bien porque llega a un límite de satura-
ción donde no se pueden encontrar más OTUs nuevos aunque se aumente el número de secuencias. Como 
podemos ver en la Figura 7 y Figura 8, hemos muestreado bastante bien las deyecciones y vermicompost 
de las dos especies de lombrices estudiadas, ya que en el control adicional de la cobertura de las secuen-
cias encontramos que los valores están entre 93-98% por lo tanto, están dentro del valor umbral esperado 
que es 97%. Ya que la cobertura de la mayoría de mis muestras estuvo por encima del 97%, valor tomado 
como referencia de un esfuerzo de muestreo suficiente (Schloss et al., 2009), podemos determinar que el 
porcentaje de secuencias en el muestreo fue suficiente y podemos contar con la riqueza mínima esperada 
en nuestros análisis de alfa diversidad. 
Figura 7. Curva de coleccionista de riqueza observada de cada tipo de muestra deyecciones y vermicompost inde-
pendientemente de la especie de lombriz (E. andrei y E. fetida). Número de OTUs observados sobre el número de 
secuencias.  Los OTUs se agruparon a una distancia de 0.03 entre las muestras por el método de nearest-neigbor.
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En el análisis de a-diversidad taxonómica bacteriana de las deyecciones y vermicompost de las distintas 
especies de lombrices encontramos que existen diferencias significativas según los distintos índices de ri-
queza (Sobs y Chao) y diversidad (Shannon-Wiener y Simpson). En el caso del índice de Sobs encontramos 
que el número de OTUs aumenta durante el vermicompostaje, desde las deyecciones a los vermicompost, 





=0,11, P=0,746; especie x tiempo, F 
1,13
=2,55, P=0,134) (Figura 9). El índice de Chao sigue el mis-
mo patrón (MLG univariante, tiempo, F
1, 13
=8,55, P=0,011; especie, F 
1,13
= 1,09, P=0,315; tiempo x especie, F
1, 
13
=0,49, P=0,496) (Figura 10). Patrón que también sigue el índice de Simpson (MLG univariante, tiempo, F 
1,13
=86,69, P<0,001; especie, F
1,13
=0,14, P=0,709; especie x tiempo; F
1,13
=4,31, P=0,058) (Figura 11).En el caso 
del índice de Shannon-Wiener no encontramos diferencias significativas ni debido al tiempo, ni a la espe-
cie de lombriz, pero si existe una interacción entre ambos factores (MLG univariante, tiempo, F 
1,13
=0,01, 
P=0,910; especie, F 
1,13
=2,64, P=0,128; especie x tiempo; F 
1,13
=11,77, P=0,004) (Figura 12). 
Figura 8. Curva de coleccionista de riqueza observada en cada una de las especies de lombrices emparentadas (Ea: E. 
andrei y Ef: E. fetida) en las deyecciones y vermicompost de las mismas. Número de OTUs observados sobre el núme-
ro de secuencias.  Los OTUs se agruparon a una distancia de 0.03 entre las muestras por el método de nearest-neigbor.
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Figura 9. Diferencias de a-diversidad sobre el Índice de Sobs en los distintos tiempos de maduración de los sustra-
tos (deyecciones y vermicompost) de las dos especies de lombrices E. andrei y E. fetida.
Figura 10. Diferencias de a-diversidad sobre el Índice de Chao en los distintos tiempos de maduración de 
los sustratos (deyecciones y vermicompost) de las dos especies de lombrices E. andrei y E. fetida.
Figura 11. Diferencias de a-diversidad sobre el Índice de Simpson en los distintos tiempos de maduración de los 
sustratos (deyecciones y vermicompost) de las dos especies de lombrices E. andrei y E. fetida.
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En el análisis de a-diversidad filogenética bacteriana entre las mismas muestras de las dos especies de 
lombrices (E. andrei y E. fetida) encontramos que también existen diferencias significativas en el tiempo 
(MLG univariante, tiempo, F= 8,41, P=0,012; especie, F= 2,20, P=0,162; especie x tiempo, F=1,38, P=0.260) 
(Figura 13).
Figura 12. Interacción en la a-diversidad sobre el Índice de diversidad Shannon-Wiener en los distintos tiempos de 
maduración de los sustratos (deyecciones y vermicompost) de la misma especie de lombriz E. andrei.
Figura 13. Diferencias de a-diversidad filogenética sobre el Índice de Faith en distintos tiempos de maduración de 
los sustratos (deyecciones y vermicompost) dos especies de lombrices E. andrei y E. fetida.
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 3.4.3. Estudio de la β-diversidad filogenética y taxonómica de las comu-
nidades bacterianas de las deyecciones y vermicompost de las lombrices E. 
andrei y E. fetida
3.4.3.1. Cambios en la β-diversidad taxonómica de las comunidades bacteria-
nas de las deyecciones y vermicomposts de las lombrices epigeas E. andrei y E. 
fetida. Análisis cuantitativo (Bray-Curtis) y cualitativo (Jaccard). Análisis de los 
cambios por PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre matrices de OTUs y ejes 
de los PCoA.
Como se puede observar en las figuras 13 (PCoA cuantitativo) y 14 (PCoA cualitativo) las comunidades 
bacterianas de las deyecciones y vermicompost de las distintas especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) 
tienen diferente estructura (cuantitativo) y composición (cualitativo). De hecho existen diferencias signifi-
cativas entre las comunidades bacterias de las deyecciones E. andrei, deyecciones E. fetida, vermicompost 
E. andrei y vermicompost de E. fetida que comen el mismo estiércol de cerdo, tanto a nivel cuantitativo 
(teniendo en cuenta la abundancia de las bacterias) (AMOVA, F
 3,13
= 30,67, P<0,001 (Figura 13), como a 
nivel cualitativo (presencia/ausencia de bacterias; AMOVA, F 
3,13
= 1,96, P <0,001) (Figura 14). Además, 
sobre las AMOVAs realizadas sobre las abundancias de comunidades de bacterias a nivel taxonómico 
existen diferencias significativas en todas las comparaciones por pares; entre deyecciones de E. andrei 
y E. fetida (F 
1,6
= 22,28, P=0,022); entre  deyecciones y vermicompost de E. andrei (F 
1,6
=19,18, P=0,018); 
entre deyecciones de E. andrei y vermicompost de E. fetida (F 
1,5
=14,11, P=0,012); entre deyecciones de E. 
fetida y vermicompost de E. andrei (F 
1,8
=70,74, P=0,002); entre deyecciones y vermicompost de E. fetida 
(F 
1,7
=51,21, P=0,004) y finalmente entre vermicompost de E. andrei y E. fetida (F 
1,7
=3,68, P=0,006) (Figura 
13). Lo mismo ocurre sobre las AMOVAs realizadas sobre la presencia/ausencia de comunidades bacte-
rianas a nivel taxonómico donde también existen diferencias significativas en todas las comparaciones 
por pares; deyecciones de E.andrei y E. fetida (F 
1,6
=1,50,  P=0,016); entre  deyecciones y vermicompost de 
E. andrei (F 
1,6
=1,81, P=0,019); entre deyecciones de E. andrei y vermicompost de E. fetida (F 
1,5
=2,09, P= 
0,021); entre deyecciones de E. fetida y vermicompost de E. andrei (F 
1,8
=2,41, P=0,012); entre deyecciones y 
vermicompost de E. fetida (F 
1,7





Figura 14. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cuantitativa de las comunidades bacte-
rianas presentes en las deyecciones de las lombrices de tierra (E. andrei y E. fetida) alimentadas con estiércol de cerdo.
Figura 15. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cualitativa de las comunidades bacte-
rianas presentes en las deyecciones y vermicompost de las especies de lombriz de tierra (E. andrei y E. fetida) alimen-
tadas con estiércol de cerdo.
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Tras el análisis de coordenadas principales que determina las diferencias en la estructura de la comuni-
dad bacteriana tras el tránsito del estiércol de cerdo a través de los intestinos de las lombrices E. andrei y 
E. fetida y sus correspondientes vermicomposts se realizó un análisis de correlación para saber qué OTUs 
son los responsables del movimiento de las muestras de deyecciones de estas especies de lombrices hacia 
un lado u otro de los ejes (eje 1 y 2) en los análisis de coordenadas principales (PCoAs). Estos análisis se 
hicieron tanto a nivel taxonómico como filogenético con índices cuantitativos (taxonómicos: Bray-Curtis y 
filogenéticos: weighted Unifrac) y cualitativos (taxonómicos: Jaccard y filogenéticos: unweighted Unifrac). 
Para realizar este análisis de correlación a nivel taxonómico cuantitativo se aplicó el comando corr.axes, 
que necesita una tabla de OTUs (en nuestro caso la tabla rarefaccionada) y los valores de las puntuaciones 
de cada una de nuestras muestras en cada uno de los ejes del PCoA. El resultado es una matriz donde 
para cada OTU tenemos la ρ de Spearman (coeficiente de correlación) y el valor de significación con cada 
uno de los ejes. Los OTUs con valores de p-valor que son significativos (<0,05), tienen un peso importante 
dentro cada eje, lo que indica que muestras con esos OTUs se desplazarán en ese eje dependiendo de la 
abundancia o presencia (cuantitativo y cualitativo respectivamente) de los OTUs. Así, según el coeficiente 
de Spearman sea positivo o negativo las muestras se distribuirán más hacia la derecha (valores positivos) 
o izquierda del eje 1 (valores negativos) o  hacia arriba (valores positivos) o abajo (valores negativos) del 
eje 2. Además de cada OTU tenemos su clasificación taxonómica, lo que nos permite mostrar que Filos 
(o Clases, Órdenes, Familias o Géneros) están contribuyendo a la separación de las muestras en nuestros 
PCoAs. Así, para el PCoA taxonómico cuantitativo (Bray-Curtis) (Figura 13) podemos ver que el eje 1 separa 
las deyecciones de E. andrei  y de E. fetida del resto de muestras de los 2 tratamientos utilizados (vermi-
compost de E. andrei y vermicompost de E. fetida). Así, las muestras de deyecciones de E. andrei y E. fetida 
se separan del resto de filos de bacterias en el eje 1 debido principalmente a cambios en la abundancia 
de OTUs que pertenecen a los filos Proteobacteria (48%) (menos 7 OTUs que correlacionan negativamen-
te con el eje 1), Bacteroidetes (8%) (Todos los OTUs menos 1 OTU que correlaciona negativamente con 
este eje). En unos casos, por las altas abundancias y en otros por las bajas. Al contrario, las muestras de 
vermicompost de las especies E. andrei y E. fetida se separan de las demás muestras de deyecciones de 
lombrices por cambios de abundancia de OTUs que pertenecen a los filos Actinobacteria (19%) (menos 3 
OTUs que correlacionan positivamente con el eje), Firmicutes (19%), TM7 (4%), y otras bacterias sin clasifi-
car “Unclassified” (2%) (Tabla 1). Estos dos últimos filos de bacterias separan las muestras de vermicom-
post de las dos especies de lombrices por las bajas abundancias sobre el eje1. En el eje 2, que separa las 
muestras de deyecciones de E. andrei del resto de muestras de las dos especies de lombrices (deyecciones 
E. fetida, vermicompost de E. andrei, y E. fetida), debido a las abundancias altas de los OTUs de los filos 
Proteobacteria (42%) (todos los OTUs menos dos, correlacionan negativamente con el eje), Actinobacteria 
(17%), Bacteroidetes (%), Firmicutes (8%) y en menor abundancia TM7(8%) y otras sin clasificar (Unclassi-
fied) (8%) (Tabla 2). Hay que destacar que los OTUs que correlacionan de manera significativa con los ejes, 
son distintos entre los dos ejes, excepto en un OTU del filo Proteobacteria (Tabla 1 y Tabla 2).
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Tabla 1. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis). 
OTUs p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0005 0,65 0,005 Actinobacteria
Otu0015 0,79 0,000 Actinobacteria
Otu0016 -0,55 0,023 Actinobacteria
Otu0033 -0,49 0,047 Actinobacteria
Otu0047 -0,56 0,020 Actinobacteria
Otu0064 0,66 0,004 Actinobacteria
Otu0078 -0,70 0,002 Actinobacteria
Otu0079 -0,50 0,042 Actinobacteria
Otu0090 -0,50 0,040 Actinobacteria
Otu0023 -0,49 0,047 Actinobacteria
Otu0008 0,87 0,000 Bacteroidetes
Otu0043 -0,60 0,012 Bacteroidetes
Otu0062 0,63 0,006 Bacteroidetes
Otu0082 0,56 0,020 Bacteroidetes
Otu0001 -0,93 0,000 Firmicutes
Otu0003 -0,80 0,000 Firmicutes
Otu0013 -0,72 0,001 Firmicutes
Otu0021 -0,55 0,022 Firmicutes
Otu0068 -0,73 0,001 Firmicutes
Otu0073 -0,80 0,000 Firmicutes
Otu0137 -0,71 0,002 Firmicutes
Otu0151 -0,61 0,009 Firmicutes
Otu0236 -0,52 0,032 Firmicutes
Otu0371 -0,56 0,020 Firmicutes
Otu0002 0,91 0,000 Proteobacteria
Otu0004 0,76 0,000 Proteobacteria
Otu0012 0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0014 0,54 0,024 Proteobacteria
Otu0020 -0,81 0,000 Proteobacteria
Otu0026 -0,68 0,002 Proteobacteria
Otu0028 -0,71 0,001 Proteobacteria
Otu0031 0,66 0,004 Proteobacteria
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Otu0037 -0,56 0,019 Proteobacteria
Otu0049 -0,65 0,005 Proteobacteria
Otu0056 0,70 0,002 Proteobacteria
Otu0057 -0,82 0,000 Proteobacteria
Otu0058 -0,63 0,007 Proteobacteria
Otu0059 -0,62 0,008 Proteobacteria
Otu0063 -0,50 0,040 Proteobacteria
Otu0067 -0,68 0,003 Proteobacteria
Otu0084 0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0088 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0097 -0,53 0,030 Proteobacteria
Otu0103 -0,51 0,035 Proteobacteria
Otu0140 -0,53 0,029 Proteobacteria
Otu0155 -0,53 0,026 Proteobacteria
Otu0184 -0,56 0,018 Proteobacteria
Otu0226 -0,62 0,010 Proteobacteria
Otu0071 -0,56 0,020 TM7
Otu0102 -0,66 0,004 TM7
Otu0336 -0,56 0,020 unclassified
Tabla 2. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA taxonómico cuantitativo 
(Bray-Curtis).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0024 -0,70 0,002 Actinobacteria
Otu0173 -0,51 0,043 Actinobacteria
Otu0030 -0,56 0,019 Bacteroidetes
Otu0034 -0,66 0,004 Bacteroidetes
Otu0076 -0,63 0,007 Firmicutes
Otu0006 -0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0014 0,58 0,014 Proteobacteria
Otu0039 -0,59 0,013 Proteobacteria
Otu0100 -0,53 0,030 Proteobacteria
Otu0219 0,54 0,025 Proteobacteria
Otu0135 -0,56 0,019 TM7
Otu0093 -0,68 0,002 unclassified
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Por otro lado, en el PCoA taxonómico cualitativo (Jaccard) (Figura 14) podemos ver que el eje 1 separa las 
deyecciones de E. andrei y E. fetida de las muestras de vermicompost de las dos mismas especies de lom-
brices. Así, las muestras de deyecciones de E. andrei y E. fetida se separan del resto de filos de bacterias en 
el eje 1 debido principalmente a cambios en la presencia de OTUs que pertenecen a los filos Proteobacteria 
(todos los OTUs menos 8 OTUs que correlacionan negativamente con el eje) y Bacteroidetes (todos menos 
2 OTUs que correlacionan negativamente con este eje) que correlacionan positivamente con el mismo eje. 
Por el contrario, la presencia de los OTUs de filos Acidobacteria, Actinobacteria (todos menos 4 OTUs que 
correlacionan positivamente), Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia y otras bacterias sin clasificar “Unclassi-
fied” separan las muestras de vermicompost de E. andrei y E. fetida de las de deyecciones de las mismas 
especies de lombrices. (Tabla 3). En el eje 2, se separan las muestras de deyecciones y vermicompost de E. 
fetida de las otras deyecciones y vermicompost de la especie E. andrei debido a la presencia principalmente 
de los OTUs de filos Proteobacteria (todos los OTUs menos 3 OTUs que correlacionan positivamente con 
el eje), Acidobacteria, Bacteroidetes, TM7 (todos los OTUs menos un OTU que correlaciona positivamente) 
y finalmente otras bacterias sin clasificar “Unclassified” (todos menos un OTU que correlaciona positiva-
mente con el eje) que están correlacionando negativamente con el eje 2. En contra, encontramos que se 
separan las muestras de deyecciones y vermicompost de E. andrei de las de E. fetida por la presencia de 
OTUs de filos Firmicutes (todos menos 5 OTUs que correlacionan negativamente), un OTU de Cloroflexi, 
Actinobacteria (todos los OTUs menos 4 OTUs que correlacionan negativamente con este eje), que corre-
lacionan positivamente con este eje 2 (Tabla 4). Hay que destacar que de  los OTUs que correlacionan de 
manera significativa con los ejes (1 y 2) la mayoría son distintos entre ellos, a excepción de 26 OTUs que 
son similares (3 OTUs de Actinobacteria, 1OTU de Bacteroidetes, 2 OTUs de Firmicutes, 15 OTUs de Proteo-
bacteria, 2 OTUs de TM7 y 3 OTUs sin clasificar a nivel de filo “Unclassified”) (Tablas 3 y 4).
Tabla 3. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA taxonómico cualitativo 
(Jaccard).
OTUs p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0005 0,70 0,002 Actinobacteria
Otu0015 0,82 0,000 Actinobacteria
Otu0016 -0,75 0,000 Actinobacteria
Otu0033 -0,66 0,004 Actinobacteria
Otu0044 -0,53 0,028 Actinobacteria
Otu0045 -0,50 0,042 Actinobacteria
Otu0051 -0,61 0,010 Actinobacteria
Otu0064 0,64 0,005 Actinobacteria
Otu0078 -0,64 0,005 Actinobacteria
Otu0079 -0,60 0,011 Actinobacteria
Otu0090 -0,57 0,016 Actinobacteria
Otu0101 -0,60 0,010 Actinobacteria
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Otu0104 -0,56 0,019 Actinobacteria
Otu0128 -0,58 0,013 Actinobacteria
Otu0008 0,83 0,000 Bacteroidetes
Otu0043 -0,79 0,000 Bacteroidetes
Otu0062 0,57 0,017 Bacteroidetes
Otu0082 0,53 0,030 Bacteroidetes
Otu0149 -0,55 0,020 Bacteroidetes
Otu0001 -0,78 0,000 Firmicutes
Otu0003 -0,55 0,023 Firmicutes
Otu0013 -0,57 0,015 Firmicutes
Otu0068 -0,62 0,008 Firmicutes
Otu0073 -0,80 0,000 Firmicutes
Otu0243 -0,53 0,029 Firmicutes
Otu0244 -0,55 0,021 Firmicutes
Otu0345 -0,56 0,020 Firmicutes
Otu0002 0,86 0,000 Proteobacteria
Otu0004 0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0011 -0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0012 0,75 0,000 Proteobacteria
Otu0014 0,58 0,015 Proteobacteria
Otu0019 -0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0020 -0,82 0,000 Proteobacteria
Otu0022 -0,64 0,005 Proteobacteria
Otu0026 -0,83 0,000 Proteobacteria
Otu0027 -0,63 0,007 Proteobacteria
Otu0028 -0,84 0,000 Proteobacteria
Otu0031 0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0037 -0,65 0,005 Proteobacteria
Otu0040 -0,50 0,039 Proteobacteria
Otu0046 -0,64 0,005 Proteobacteria
Otu0049 -0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0056 0,55 0,024 Proteobacteria
Otu0057 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0058 -0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0059 -0,77 0,000 Proteobacteria
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Otu0063 -0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0065 -0,59 0,012 Proteobacteria
Otu0067 -0,55 0,021 Proteobacteria
Otu0084 0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0089 -0,57 0,017 Proteobacteria
Otu0092 -0,60 0,010 Proteobacteria
Otu0094 -0,61 0,010 Proteobacteria
Otu0097 -0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0098 -0,75 0,001 Proteobacteria
Otu0105 -0,62 0,008 Proteobacteria
Otu0140 -0,52 0,034 Proteobacteria
Otu0180 -0,60 0,010 Proteobacteria
Otu0292 -0,53 0,030 Proteobacteria
Otu0417 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0559 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0048 -0,61 0,009 TM7
Otu0071 -0,56 0,019 TM7
Otu0116 -0,73 0,001 TM7
Otu0438 -0,56 0,020 TM7
Otu0176 -0,61 0,009 unclassified
Otu0540 -0,56 0,020 unclassified
Otu0216 -0,56 0,020 unclassified
Otu0125 -0,68 0,004 Verrucomicrobia
Tabla 4. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA taxonómico cualitativo 
(Jaccard).
OTUs p de Spearman valor de P Filo bacterias
Otu0016 -0,53 0,027 Actinobacteria
Otu0024 0,83 0,000 Actinobacteria
Otu0025 0,81 0,001 Actinobacteria
Otu0035 -0,85 0,000 Actinobacteria
Otu0041 0,72 0,001 Actinobacteria
Otu0050 0,56 0,020 Actinobacteria
Otu0075 0,53 0,028 Actinobacteria
Otu0101 -0,66 0,004 Actinobacteria
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Otu0104 -0,59 0,013 Actinobacteria
Otu0115 0,50 0,041 Actinobacteria
Otu0147 0,57 0,017 Actinobacteria
Otu0023 0,65 0,005 Actinobacteria
Otu0149 -0,52 0,034 Bacteroidetes
Otu0562 0,56 0,020 Chloroflexi
Otu0009 0,49 0,045 Firmicutes
Otu0077 0,52 0,030 Firmicutes
Otu0080 -0,52 0,034 Firmicutes
Otu0091 -0,67 0,004 Firmicutes
Otu0096 0,60 0,011 Firmicutes
Otu0106 0,56 0,021 Firmicutes
Otu0120 0,50 0,040 Firmicutes
Otu0138 -0,57 0,017 Firmicutes
Otu0244 -0,52 0,034 Firmicutes
Otu0319 0,52 0,032 Firmicutes
Otu0345 -0,52 0,033 Firmicutes
Otu0363 0,56 0,020 Firmicutes
Otu0282 0,51 0,036 Firmicutes
Otu0294 0,52 0,032 Firmicutes
Otu0011 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0019 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0022 -0,73 0,008 Proteobacteria
Otu0027 -0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0046 -0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0049 -0,50 0,039 Proteobacteria
Otu0063 -0,69 0,002 Proteobacteria
Otu0065 -0,65 0,005 Proteobacteria
Otu0070 0,53 0,027 Proteobacteria
Otu0092 -0,71 0,001 Proteobacteria
Otu0094 -0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0097 -0,62 0,008 Proteobacteria
Otu0098 -0,68 0,003 Proteobacteria
Otu0154 0,58 0,014 Proteobacteria
Otu0178 -0,63 0,008 Proteobacteria
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Otu0180 -0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0214 0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0219 -0,68 0,004 Proteobacteria
Otu0417 -0,52 0,032 Proteobacteria
Otu0559 -0,52 0,032 Proteobacteria
Otu0018 0,80 0,000 TM7
Otu0048 -0,74 0,001 TM7
Otu0177 -0,62 0,008 TM7
Otu0438 -0,52 0,032 TM7
Otu0176 -0,66 0,004 unclassified
Otu0251 0,52 0,032 unclassified
Otu0540 -0,52 0,032 unclassified
Otu0216 -0,52 0,034 unclassified
3.4.3.2. Cambios en la β-diversidad filogenética de las comunidades bacteria-
nas de las deyecciones y vermicompost de las dos especies de lombrices E. andrei 
y E. fetida. Análisis cuantitativo (weighted Unifrac) y cualitativo (unweighted 
Unifrac). Análisis de los cambios por PCoA, tests AMOVA y correlaciones entre 
matrices de OTUs y ejes de los PCoA.
Como se puede observar en las figuras 15 (PCoA cuantitativo) y 16 (PCoA cualitativo) las comunidades 
bacterianas de las deyecciones y vermicompost de las distintas especies de lombrices (E. andrei y E. fe-
tida) tienen diferente estructura (cuantitativo) y composición (cualitativo) también a nivel filogenético 
De hecho existen diferencias significativas entre las comunidades bacterias de las deyecciones E. andrei, 
deyecciones E. fetida, vermicompost E. andrei y vermicompost de E. fetida que comen el mismo estiércol 
de cerdo, tanto a nivel cuantitativo (teniendo en cuenta la abundancia de las bacterias; medida de distan-
cias Unifrac Weighted) (AMOVA, F
 3,13
= 32,57, P<0,001) (Figura 15), como a nivel cualitativo (presencia/
ausencia de bacterias, medida de distancias Unifrac Unweighted) (AMOVA, F 
3,13
= 2,10, P < 0,001) (Figura 
16). Además, sobre las AMOVAs realizada sobre las abundancias de comunidades de bacterias a nivel 
filogenético existen diferencias significativas en todas las comparaciones por pares; entre deyecciones 
de E. andrei y E. fetida (F 
1,6
=15,93, P=0,016); entre  deyecciones y vermicompost de E. andrei (F 
1,6
=32,13, 
P=0,011); entre deyecciones de E. andrei y vermicompost de E. fetida (F 
1,5
=20,30, P=0,034); entre deyec-
ciones de E. fetida y vermicompost de E. andrei (F 
1,8
=80,15, P=0,005); entre deyecciones y vermicompost 
de E. fetida (F 
1,7
= 47,27, P= 0,009) y finalmente entre vermicompost de E. andrei y E. fetida (F 
1,7
=7,69, 
P= 0,012) (Figura 15). Lo mismo ocurre sobre las AMOVAs realizadas sobre la presencia/ausencia de co-
munidades bacterianas a nivel filogenético donde también existen diferencias significativas en todas las 
comparaciones por pares; deyecciones de E.andrei y E. fetida (F 
1,6
= 1,54, P=0,015); entre  deyecciones y 
vermicompost de E. andrei (F 
1,6
=1,86, P=0,016); entre deyecciones de E. andrei y vermicompost de E. fetida 
(F 
1,5
=2,13, P=0,024); entre deyecciones de E. fetida y vermicompost de E. andrei (F 
1,8
=2,69, P<0,001) entre 
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deyecciones y vermicompost de E. fetida (F 
1,7
=2,476, P=0,004); vermicompost de E. andrei y E. fetida (F 
1,7
=1,565, P=0,006) (Figura 16).
Figura 15. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad taxonómica cualitativa de las comunidades bacte-
rianas presentes en las deyecciones y vermicompost de las especies de lombriz de tierra (E. andrei y E. fetida) alimen-
tadas con estiércol de cerdo.
Figura 16. Análisis de coordenadas principales de la β-diversidad filogenética cualitativa de las comunidades bacteria-
nas presentes en las deyecciones y vermicompost de las especies de lombriz de tierra (E. andrei y E. fetida) alimenta-
das con estiércol de cerdo.
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Figura 16. Para realizar los análisis de correlación a nivel filogenético se aplicó el comando corr.axes, que 
necesita una tabla de OTUs (en nuestro caso la tabla rarefaccionada) y los valores de las puntuaciones de 
cada una de nuestras muestras en cada uno de los ejes del PCoAs (Tabla 5 y Tabla 6; Tabla 7 y Tabla 8). 
Se realizó un análisis de correlación para cada medida utilizada: Unifrac Weighted (cuantitativa) y Unifrac 
Unweighted (cualitativa) a partir de las respectivas matrices de componentes principales basadas en ár-
boles filogenéticos. Así, para el PCoA filogenético cuantitativo (Unifrac Weighted) (Figura 15) podemos ver 
que el eje 1 separa las muestras de vermicompost de E. andrei y E. fetida de las muestras de deyecciones 
de E. andrei y E. fetida. Así, las muestras de vermicompost de E. andrei y E. fetida se separan del resto de 
muestras por cambios en la abundancia de OTUs de los filos de bacterias Proteobacteria (46%) (todos los 
OTUs excepto 5 OTUs que correlacionan positivamente con el eje), Firmicutes (21%), Actinobacteria (17%)
(todos los OTUs excepto 3 OTUs que correlacionan positivamente con el eje), TM7(4.7%), Cloroflexi (1,5%) y 
otros filos de bacterias sin clasificar “Unclassified” (3%) correlacionan negativamente con el eje 1 (Tabla 5). 
Al contrario, las abundancias de los OTUs de filos de bacterias Bacteroidetes (6%) (todos los OTUs menos 
un OTUs que correlaciona negativamente) separan las muestras de deyecciones de E. andrei y E. fetida de 
los vermicompost de las mismas lombrices (Tabla 5).  En el eje 2, se separan las muestras de deyecciones y 
vermicompost de E. fetida de las deyecciones y vermicompost de E. andrei. Así, las muestras de deyeccio-
nes y vermicompost de E. fetida se separan del resto de muestras por cambios en la abundancia de OTUs 
de los filos de bacterias Proteobacteria (38%) (todos los OTUs menos 5 que correlacionan negativamente 
con el eje 2), Firmicutes (17%) (1/2 OTUs correlacionan positivamente y la otra ½ de OTUs correlacionan 
negativamente) y en menor medida por la contribución de bajas abundancias de los filos sin clasificar 
de bacterias “Unclassified” (13%) (1/2 OTUs correlacionan positivamente y la otra ½ negativamente con 
el eje 2), Acidobacteria (1,6%), Bacteroidetes (1,6%) (1/2 de OTUs correlacionan positivamente y la otra 
½ de OTUs correlacionan negativamente) que todos ellos correlacionan positivamente con el eje 2. En 
contra, las abundancias de los filos de bacterias Actinobacteria (22%) (todos los OTUs excepto 6 OTUs 
que correlacionan positivamente) y TM7 (7%) (con 5 OTUs que correlacionan negativamente y 3 OTUs que 
correlacionan positivamente con el eje) separan las muestras de vermicompost y deyecciones de E. andrei 
de las demás muestras que correlacionan negativamente con este eje (Tabla 6). Hay que resaltar que los 
OTUs de filos que presentan diferencias significativas son distintos entre los ejes 1 y 2 (excepto 6 OTUs 
que corresponden a Actinobacteria, 3 OTUs de Proteobacteria, 2 OTUs de Firmicutes y un OTUs de TM7 que 
son similares entre ejes).
Tabla 5. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA filogenético cuantitativo 
(Distancias Unifrac Weighted).
OTUs p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0005 0,65 0,004 Actinobacteria
Otu0015 0,74 0,001 Actinobacteria
Otu0025 -0,54 0,025 Actinobacteria
Otu0041 -0,58 0,014 Actinobacteria
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Otu0045 -0,52 0,032 Actinobacteria
Otu0064 0,65 0,004 Actinobacteria
Otu0075 -0,53 0,028 Actinobacteria
Otu0078 -0,73 0,001 Actinobacteria
Otu0118 -0,51 0,036 Actinobacteria
Otu0147 -0,60 0,012 Actinobacteria
Otu0023 -0,65 0,004 Actinobacteria
Otu0008 0,86 0,000 Bacteroidetes
Otu0043 -0,68 0,003 Bacteroidetes
Otu0062 0,63 0,006 Bacteroidetes
Otu0082 0,56 0,020 Bacteroidetes
Otu0562 -0,52 0,032 Chloroflexi
Otu0001 -0,97 0,000 Firmicutes
Otu0003 -0,81 0,000 Firmicutes
Otu0009 -0,53 0,028 Firmicutes
Otu0013 -0,72 0,001 Firmicutes
Otu0021 -0,52 0,033 Firmicutes
Otu0068 -0,67 0,004 Firmicutes
Otu0073 -0,78 0,000 Firmicutes
Otu0096 -0,56 0,020 Firmicutes
Otu0106 -0,52 0,030 Firmicutes
Otu0150 -0,50 0,040 Firmicutes
Otu0363 -0,52 0,032 Firmicutes
Otu0282 -0,55 0,023 Firmicutes
Otu0191 -0,52 0,034 Firmicutes
Otu0002 0,87 0,000 Proteobacteria
Otu0004 0,76 0,000 Proteobacteria
Otu0012 0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0014 0,53 0,029 Proteobacteria
Otu0020 -0,86 0,000 Proteobacteria
Otu0026 -0,56 0,019 Proteobacteria
Otu0028 -0,65 0,005 Proteobacteria
Otu0031 0,69 0,002 Proteobacteria
Otu0049 -0,51 0,036 Proteobacteria
Otu0054 -0,54 0,024 Proteobacteria
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Otu0056 0,63 0,006 Proteobacteria
Otu0057 -0,84 0,000 Proteobacteria
Otu0058 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0059 -0,51 0,035 Proteobacteria
Otu0067 -0,78 0,000 Proteobacteria
Otu0070 -0,61 0,010 Proteobacteria
Otu0084 0,78 0,000 Proteobacteria
Otu0088 -0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0089 -0,55 0,023 Proteobacteria
Otu0103 -0,62 0,008 Proteobacteria
Otu0111 -0,53 0,034 Proteobacteria
Otu0113 -0,50 0,043 Proteobacteria
Otu0119 -0,53 0,028 Proteobacteria
Otu0154 -0,60 0,011 Proteobacteria
Otu0155 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0162 -0,52 0,034 Proteobacteria
Otu0184 -0,60 0,011 Proteobacteria
Otu0214 -0,52 0,033 Proteobacteria
Otu0226 -0,51 0,043 Proteobacteria
Otu0018 -0,63 0,006 TM7
Otu0071 -0,54 0,024 TM7
Otu0102 -0,53 0,031 TM7
Otu0156 -0,53 0,031 Unclassified
Otu0336 -0,60 0,012 Unclassified
Tabla 6. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA filogenético cuantitativo 
(Distancias Unifrac Weighted).
OTUs p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0024 -0,78 0,000 Actinobacteria
Otu0025 -0,79 0,000 Actinobacteria
Otu0035 0,83 0,000 Actinobacteria
Otu0041 -0,86 0,000 Actinobacteria
Otu0052 0,50 0,042 Actinobacteria
Otu0075 -0,60 0,011 Actinobacteria
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Otu0087 0,53 0,028 Actinobacteria
Otu0101 0,66 0,004 Actinobacteria
Otu0104 0,62 0,007 Actinobacteria
Otu0115 -0,59 0,013 Actinobacteria
Otu0128 0,65 0,004 Actinobacteria
Otu0147 -0,57 0,019 Actinobacteria
Otu0023 -0,66 0,004 Actinobacteria
Otu0149 0,55 0,021 Bacteroidetes
Otu0003 -0,57 0,016 Firmicutes
Otu0009 -0,50 0,043 Firmicutes
Otu0029 -0,51 0,036 Firmicutes
Otu0080 0,53 0,030 Firmicutes
Otu0091 0,60 0,010 Firmicutes
Otu0096 -0,63 0,006 Firmicutes
Otu0138 0,56 0,018 Firmicutes
Otu0244 0,55 0,021 Firmicutes
Otu0345 0,56 0,020 Firmicutes
Otu0223 -0,56 0,019 Firmicutes
Otu0011 0,61 0,010 Proteobacteria
Otu0019 0,63 0,007 Proteobacteria
Otu0022 0,74 0,000 Proteobacteria
Otu0027 0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0046 0,74 0,000 Proteobacteria
Otu0054 -0,58 0,014 Proteobacteria
Otu0063 0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0065 0,65 0,004 Proteobacteria
Otu0070 -0,58 0,015 Proteobacteria
Otu0092 0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0094 0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0097 0,58 0,014 Proteobacteria
Otu0098 0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0154 -0,56 0,019 Proteobacteria
Otu0178 0,60 0,011 Proteobacteria
Otu0180 0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0219 0,65 0,004 Proteobacteria
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Otu0417 0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0555 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0557 -0,52 0,032 Proteobacteria
Otu0559 0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0018 -0,87 0,000 TM7
Otu0048 0,73 0,001 TM7
Otu0177 0,59 0,013 TM7
Otu0438 0,56 0,020 TM7
Otu0176 0,67 0,003 unclassified
Otu0540 0,56 0,020 unclassified
Otu0107 -0,52 0,034 unclassified
Otu0216 0,56 0,021 unclassified
Otu0262 -0,56 0,020 unclassified
Otu0271 -0,56 0,019 unclassified
Otu0312 -0,56 0,020 unclassified
Por otro lado, podemos observar que en el PCoA filogenético cualitativo (Unifrac Unweighted) (Figura 
16) el eje 1 separa los mismo tipos de muestras de vermicompost de las dos especies de lombrices (E. 
andrei y E. fetida) de las muestras de deyecciones de las mismas que en el PCoA filogenético cuantitativo. 
Así, las muestras de vermicompost de E. andrei y E. fetida se separan del resto de muestras por cambios 
en la presencia de OTUs de los mismos filos de bacterias Firmicutes, Proteobacteria, (todos los OTUs ex-
cepto 7 OTUs que correlacionan positivamente con el eje 1), Actinobacteria (todos los OTUs menos 3 OTUs 
que correlacionan positivamente con este eje), TM7 y otros filos de bacterias son clasificar “Unclassified”, 
(un OTU correlaciona positivamente, y otro OTUs negativamente). Además, existe un OTUs de filo de bac-
teria Verrucomicrobia que no existe en el análisis PCoA filogenético cuantitativo (Weighted) que correla-
ciona negativamente con este eje 1. Al contrario los OTUs presentes del filo Bacteroidetes están separando 
las muestras de deyecciones de las dos especies (E. andrei y E. fetida) de las muestras de vermicompost 
sobre el eje 1. La presencia de estas bacterias correlaciona positivamente con el eje 1 (Tabla 7). En el eje 
2, las muestras que se separan son las de deyecciones y vermicompost de E. fetida de las muestras de 
deyecciones y vermicompost de E. andrei. Así, las muestras de deyecciones y vermicompost de E. fetida 
se separan del resto de muestras por cambios en la presencia de OTUs de los filos de bacterias Proteobac-
teria, TM7, Acidobacteria, y otras bacterias sin clasificar “Unclassified” que correlacionan negativamente 
con el eje 2. Al contrario, la presencia de OTUs de filos de Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes (los 
dos últimos filos tienen 1/2 de OTUs que se correlacionan negativamente, y la otra ½ OTUs positivamente 
con el eje) que presentan correlaciones positivas con el eje 2, son los que separan las muestras de deyec-
ciones y vermicompost de E. andrei del resto de muestra sobre el eje 2. (Tabla 8). Hay que resaltar que los 
OTUs de filos de bacterias que presentan correlaciones significativas son distintos entre los dos ejes 1 y 2 
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(excepto 4 OTUs de los filos de bacterias Actinobacteria, 5 OTUs de los filos Proteobacteria, y un  OTUs del 
filo TM7 que son similares entre ejes 1 y 2).
Tabla 7. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 1 del PCoA filogenético cualitativo 
(Distancias Unifrac Unweighted).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0005 0,74 0,001 Actinobacteria
Otu0015 0,77 0,000 Actinobacteria
Otu0016 -0,59 0,012 Actinobacteria
Otu0033 -0,59 0,012 Actinobacteria
Otu0041 -0,53 0,031 Actinobacteria
Otu0045 -0,54 0,025 Actinobacteria
Otu0064 0,68 0,003 Actinobacteria
Otu0075 -0,54 0,025 Actinobacteria
Otu0078 -0,61 0,010 Actinobacteria
Otu0023 -0,64 0,006 Actinobacteria
Otu0008 0,86 0,000 Bacteroidetes
Otu0043 -0,86 0,000 Bacteroidetes
Otu0062 0,63 0,007 Bacteroidetes
Otu0082 0,54 0,026 Bacteroidetes
Otu0001 -0,81 0,000 Firmicutes
Otu0003 -0,66 0,004 Firmicutes
Otu0013 -0,60 0,011 Firmicutes
Otu0021 -0,60 0,011 Firmicutes
Otu0036 -0,51 0,040 Firmicutes
Otu0068 -0,72 0,001 Firmicutes
Otu0073 -0,80 0,000 Firmicutes
Otu0169 -0,52 0,031 Firmicutes
Otu0243 -0,50 0,042 Firmicutes
Otu0002 0,85 0,000 Proteobacteria
Otu0004 0,75 0,000 Proteobacteria
Otu0011 -0,54 0,024 Proteobacteria
Otu0012 0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0014 0,59 0,012 Proteobacteria
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Otu0020 -0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0026 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0028 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0031 0,64 0,006 Proteobacteria
Otu0037 -0,61 0,010 Proteobacteria
Otu0040 -0,54 0,024 Proteobacteria
Otu0049 -0,63 0,007 Proteobacteria
Otu0056 0,55 0,022 Proteobacteria
Otu0057 -0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0058 -0,68 0,003 Proteobacteria
Otu0059 -0,64 0,006 Proteobacteria
Otu0063 -0,51 0,034 Proteobacteria
Otu0067 -0,57 0,017 Proteobacteria
Otu0070 -0,53 0,028 Proteobacteria
Otu0084 0,77 0,000 Proteobacteria
Otu0089 -0,70 0,002 Proteobacteria
Otu0098 -0,50 0,041 Proteobacteria
Otu0105 -0,52 0,033 Proteobacteria
Otu0113 -0,61 0,009 Proteobacteria
Otu0119 -0,50 0,041 Proteobacteria
Otu0292 -0,49 0,046 Proteobacteria
Otu0018 -0,52 0,033 TM7
Otu0071 -0,60 0,010 TM7
Otu0116 -0,55 0,022 TM7
Otu0127 -0,57 0,017 unclassified
Otu0125 -0,63 0,010 Verrucomicrobia
Tabla 8. OTUs que representan correlaciones significativas con el eje 2 del PCoA filogenético cualitativo 
(Distancias Unifrac Unweighted).
OTU p de Spearman Valor de P Filo bacterias
Otu0016 -0,57 0,016 Actinobacteria
Otu0024 0,91 0,000 Actinobacteria
Otu0025 0,74 0,001 Actinobacteria
Otu0035 -0,79 0,000 Actinobacteria
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Otu0041 0,67 0,003 Actinobacteria
Otu0047 -0,52 0,034 Actinobacteria
Otu0075 0,51 0,038 Actinobacteria
Otu0090 -0,52 0,033 Actinobacteria
Otu0101 -0,66 0,004 Actinobacteria
Otu0104 -0,62 0,007 Actinobacteria
Otu0128 -0,65 0,004 Actinobacteria
Otu0173 0,51 0,036 Actinobacteria
Otu0507 0,56 0,020 Actinobacteria
Otu0023 0,52 0,033 Actinobacteria
Otu0030 0,52 0,034 Bacteroidetes
Otu0034 0,65 0,004 Bacteroidetes
Otu0149 -0,56 0,020 Bacteroidetes
Otu0009 0,53 0,030 Firmicutes
Otu0091 -0,64 0,006 Firmicutes
Otu0120 0,61 0,008 Firmicutes
Otu0138 -0,56 0,018 Firmicutes
Otu0152 -0,55 0,021 Firmicutes
Otu0244 -0,56 0,021 Firmicutes
Otu0332 0,56 0,020 Firmicutes
Otu0345 -0,56 0,020 Firmicutes
Otu0006 0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0011 -0,64 0,005 Proteobacteria
Otu0014 -0,50 0,039 Proteobacteria
Otu0019 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0022 -0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0027 -0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0046 -0,74 0,001 Proteobacteria
Otu0063 -0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0065 -0,65 0,004 Proteobacteria
Otu0092 -0,72 0,001 Proteobacteria
Otu0094 -0,73 0,001 Proteobacteria
Otu0097 -0,58 0,015 Proteobacteria
Otu0098 -0,67 0,003 Proteobacteria
Otu0178 -0,60 0,012 Proteobacteria
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Otu0180 -0,66 0,004 Proteobacteria
Otu0219 -0,62 0,010 Proteobacteria
Otu0226 -0,51 0,043 Proteobacteria
Otu0559 -0,56 0,020 Proteobacteria
Otu0018 0,71 0,001 TM7
Otu0048 -0,73 0,001 TM7
Otu0177 -0,59 0,013 TM7
Otu0438 -0,56 0,020 TM7
Otu0135 0,52 0,034 TM7
Otu0176 -0,66 0,003 unclassified
Otu0540 -0,56 0,020 unclassified
Otu0093 0,70 0,001 unclassified
Otu0216 -0,56 0,020 unclassified
3.5. Discusión.
Efecto de los procesos digestivos de dos especies de lombrices emparentadas (Eisenia andrei y 
Eisenia fetida) en los cambios de composición bacterianas durante los procesos de vermicom-
postaje. Existencia de un grupo común de bacterias en las deyecciones y vermicompost de las 
distintas especies de lombrices.
En este trabajo hemos encontrado que la especie de lombriz juega un papel determinante en los cambios 
de composición bacteriana durante los procesos de vermicompostaje como ocurre en el estudio de Lores 
et al. (2006). Además, esto también está relacionado con los estudios de Gómez-Brandón et al. (2012) 
donde existe un efecto distinto de las distintas especies de lombrices (E. andrei, E. fetida y P. excavatus) 
que son vermicompostadoras en la biomasa y actividad microbiana tras el paso de distintos estiércoles 
por sus intestinos. Se observa que aunque en general, existe una reducción de biomasa microbiana tras 
el paso de distintos estiércoles por los intestinos de las tres especies de lombrices, E. andrei parece favo-
recer una más reducida biomasa microbiana que en el resto de especies, cuando está alimentándose de 
estiércol de vaca. Por otro lado, algunos OTUs de filos de bacterias parecen estar más relacionados con 
el tiempo de maduración del sustrato procesado por las distintas especies de lombrices que por efecto 
de las especies de lombrices como ocurre también en los estudios de Gómez-Brandón et al. (2011a). En 
este estudio se observa cómo afecta la especie E. fetida en los cambios de biomasa microbiana durante 
el proceso de vermicompostaje completo del estiércol de cerdo que podría relacionarse con cambios en la 
composición de OTUs de filos de bacterias en los vermicompost de las dos especies de lombrices estudia-
das (E. andrei y E. fetida) en relación a las deyecciones, encontrados en este trabajo. Se realizó un experi-
mento con un reactor de distintas capas, y así, se observó que en las capas más jóvenes de este reactor, 
existía una reducción de biomasa microbiana en relación al control sin lombriz, que parecía reducirse aún 
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más en el tiempo hasta estabilizarse en las capas más bajas, relacionadas con las etapas más tardías del 
proceso. Esto podría estar relacionado con los cambios de composición de la mayoría de los filos de bacte-
rias que son afectados por el tiempo. Además, en los estudios de Aira y Domínguez (2010) con distintos 
vermicompost de especies de lombrices distintas (E. andrei, E. fetida y E. eugeniae) donde se observa 
un descenso de la biomasa bacteria en todas las especies de lombrices, pero que está acompañado de 
diferencias en la actividad microbiana entre las distintas lombrices. E. andrei parece tener más relación 
con este aumento de actividad que E. fetida. En este último experimento podemos observar que existe 
efecto de la distinta especie de lombriz durante las últimas etapas del proceso de vermicompostaje, y a 
su vez, existen diferencias en el tiempo durante los procesos de vermicompostaje. Esto concuerda con los 
datos obtenidos en este trabajo, donde algunos OTUs de filos de bacterias coinciden que son afectados a 
la vez, por los dos factores (tiempo y especie de lombriz), aunque no siempre es la misma especie de lom-
briz la que afecta a los cambios de ciertos filos de bacterias en mayor medida. Aunque en los resultados 
obtenidos, la tendencia general de la mayoría de OTUs de filos de bacterias es a disminuir en el tiempo de 
maduración del sustrato que concuerda aunque en menor nivel de resolución, con este último estudio de 
Aira y Domínguez. (2010), también existe algún filo de bacteria que presenta una tendencia diferente, y 
aumenta en las etapas más tardías del proceso. Nuestros resultados confirman que bastantes OTUs de 
filos de bacterias podrían estar favoreciendo la descomposición de la materia orgánica en las etapas más 
tempranas del proceso, y otros pocos OTUs hacerlo en las etapas más tardías del vermicompostaje, lo que 
pone de manifiesto la importancia del factor tiempo en los cambios de composición bacteriana durante 
los procesos de vermicompostaje de estiércol de cerdo por las especies de lombrices (E. andrei y E. fetida). 
Por lo tanto, en los resultados obtenidos, en los cambios de abundancia de Proteobacteria que se dife-
rencian entre las especies de lombrices y en el tiempo durante los procesos de vermicompostaje, E. fetida 
parece tener mayor abundancia de OTUs de este filo de bacterias en las deyecciones (52%)  y vermicom-
post (11%) respecto a las deyecciones (32%) y vermicompost (5%) de E. andrei. Además se confirma que el 
número de Proteobacteria disminuye durante el vermicompostaje, reducción que es relativamente similar 
en las dos especies de lombrices. Las bacterias de este filo Proteobacteria que se diferencian en las de-
yecciones y vermicompost de la especie E. fetida y son distintas a las deyecciones y vermicompost de E. 
andrei se caracterizan por tener implicaciones distintas en la descomposición de la materia orgánica y re-
ciclado de nutrientes durante el proceso de vermicompostaje. Algunos OTUs de géneros de bacterias que 
se encuentran más relacionados con deyecciones y vermicompost de E. andrei que no están en las mues-
tras de E. fetida son: Amaricoccus, Aquicella, Bauldia (de la Familia Rhizobiales), Brevundimonas, Dokdo-
nella, Hydrogenophaga, Hyphomicrobium, Kofleria, Legionella, Pseudomonas, Rhizobium Rhodanobacter, 
Roseomonas, Thermomonas y muchos géneros sin clasificar “Unclassified” de las Familias: Rhodobacte-
raceae, Caulobacteraceae, Rhodospirillaceae, Xanthomonadaceae, Acetobacteraceae, Comamonadaceae, 
Pseudomonadaceae,  y otras sin clasificar tampoco a nivel de Familia pero que pertenecen a los órdenes 
Rhizobiales, Xanthomonadales, Pseudomonadales, Burkholderiales, Sphingomonadales, Myxococcales y 
Rhodospirillales. Todas estas bacterias están en su mayoría implicadas en la mejor descomposición de 
la materia orgánica durante la fijación de de N
2 
atmosférico y desnitrificación, que favorece una mayor 
mineralización de los suelos, y reciclado de nutrientes, manteniendo la fertilidad de los mismos cuando las 
distintas muestras de esta especie de lombriz, E. andrei es aplicada a suelos.
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Los Bacteroidetes siguen un patrón similar, esto es, disminución durante el vermicompostaje, aunque 
solo el tiempo está afectando a su abundancia durante los procesos de vermicompostaje. Por lo tanto, 
este filo de bacteria tiene mayor en las muestras de deyecciones (1,5%) que en los vermicompost (0,3%). 
Las abundancias de las bacterias de este filo Bacteroidetes que se diferencian en las deyecciones y vermi-
compost de las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) se caracterizan por sus implicaciones en la 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes durante el proceso de vermicompostaje. 
Los vermicompost de E. andrei y E. fetida se diferencian de las deyecciones de las mismas especies de 
lombrices en los OTUs de géneros de bacterias: Filimonas y Bacteroidetes incertae_sedis, y muchas sin cla-
sificar “Unclassified” a nivel de género, que pertenecen a las Familias: Chitinophagaceae, Saprospiraceae, 
Porphyromonadaceae y Marinilabiaceae. Debido a que existen muchas bacterias sin clasificar “Unclassi-
fied” a nivel de género no podemos conocer sus implicaciones en la descomposición de materia orgánica 
y reciclado de nutrientes.
Sin embargo la tendencia cambia con las abundancias del filo Firmicutes que se diferencian entre las 
especies de lombrices y en el tiempo durante los procesos de vermicompostaje, donde E. andrei parece 
tener mayor abundancia de OTUs de este filo en sus deyecciones (58%) y vermicompost (88%) respecto a 
las deyecciones (42%) y vermicompost (83%) de E. fetida. En este caso el patrón es inverso a lo observado 
para las Proteobacteria, ya que aquí observamos un aumento de los Firmicutes, similar de nuevo para 
las dos especies, durante el proceso de vermicompostaje. Las bacterias de este filo Firmicutes que se 
diferencian en las deyecciones y vermicompost de la especie E. andrei y son distintas a las deyecciones y 
vermicompost de E. fetida se caracterizan por ser en su mayoría de los géneros Anaerobacter, Clostridium, 
Bacillus, Staphylococcus, Caryophanon, Paenibacillus, Saccharofermentans, Tissierella, Acetivibrio, Sarcina, 
Tumebacillus, Turicibacter y muchas sin clasificar “Unclassified” de las Familias  Clostridiaceae, Peptostrep-
tococcaceae, Lachnospiraceae,  Ruminococcaceae, Staphylococcaceae, Planococcaceae, Paenibacillaceae y 
Bacillaceae. La mayoría de ellas están implicadas en la fijación de nitrógeno o son patógenos ambientales, 
cuyo conocimiento puede mejorar el control de los mismos en los suelos donde se apliquen los distintos 
sustratos de esta especie de lombriz, E. andrei. Esto nos permite confirmar que las abundancias de Firmi-
cutes en E. andrei permite llevar a cabo más eficazmente en proceso de vermicompostaje completo, tanto 
en etapas más tempranas como las más tardías relacionadas con la estabilización del vermicompost para 
su aplicación como enmienda orgánica en suelos
Pasa lo mismo con las abundancias de otros filos como TM7 y bacterias sin clasificar “Unclassified” que 
solo se ven afectadas por el tiempo de procesado del sustrato durante los procesos de vermicompostaje. 
Aunque en estos filos cambian las relaciones de abundancias entre deyecciones y vermicompost. Por un 
lado, en el filo TM7 existe una menor abundancia en las deyecciones de las dos especies de lombrices 
(E. andrei (0,2%) y E. fetida (0,08%)) que en los vermicompost de las mismas (E. andrei (1%) y E. fetida 
(0,8%)). Todos los géneros de este filo de bacteria pertenecen a TM7_genus_incertae_sedis. Por otro lado, 
las abundancias del filo sin clasificar “Unclassified” tienen una menor abundancia en las deyecciones de 
las dos especies de lombrices (E. andrei (0,5%) y E. fetida (0,3%)) respecto a los vermicompost (E. andrei 
(1%) y E. fetida (0,8%)). En estos casos, como para los Firmicutes, la tendencia es a aumentar durante el 
vermicompostaje. Debería haber más estudios en el tiempo para asegurar que este aumento del filo se 
mantiene y para comprobar si puede cambiar la abundancia del filo hasta estabilizarse en el vermicompost 
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al ser aplicado en suelos agrícolas como enmienda orgánica. 
En lo referente a la existencia de un microbioma básico durante los procesos de vermicompostaje en-
contramos que hay 80 OTUs de filos de bacterias en las deyecciones y vermicompost de E. andrei que 
son comunes a estas muestras y se encuentran en abundancia: Firmicutes (78%), Proteobacteria (18%), 
Actinobacteria (4%), TM7 (0,3%), Verrucomicrobia (0,01%) y otras sin clasificar Unclassified (0,07%). En el 
caso de las deyecciones y vermicompost de E. fetida encontramos que existe un grupo de 67 OTUs de filos 
de bacterias comunes sobre todo de Firmicutes (92%) y en menor contribución encontramos los filos Pro-
teobacteria (3%), Actinobacteria (4%), TM7 (0,3%), Bacteroidetes (0.03%), Verrucomicrobia (0,01%) y otras 
sin clasificar Unclassified (0,006%). De manera similar Gómez Brandón et al. (2012) observa claramente 
que la comunidad microbiana de las deyecciones obtenidas a partir de tres estiércoles depende en gran 
medida de la especie utilizada (E. andrei, E. fetida y Perionyx excavatus), aunque influya la distinta dieta 
de la que se alimentan. Estas bacterias que forman los microbiomas básicos podrían favorecer un vermi-
compost más homogéneo y estable debido a esta especie de lombriz durante la fase de maduración del 
mismo que mejoraría la salud de los suelos donde fueran aplicados como enmienda orgánica. Siguiendo 
con los grupos de bacterias comunes, encontramos que debido a que las dos especies de lombrices E. 
andrei y E. fetida son lombrices emparentadas con un mismo origen común, podría haber unas mismas 
bacterias intestinales compartidas en sus deyecciones. Esto ocurre en otros estudios de Gómez-Brandón 
et al. (2012) con las deyecciones de tres especies de lombrices (E. andrei, E. fetida y P. excavatus) donde 
existe una reducida biomasa microbiana en las deyecciones de las mismas que es independiente al sus-
trato del que se alimentan. Siguiendo con estos resultados, en los trabajos de Aira et al. (2009) también 
podemos encontrar que no hay cambios de biomasa microbiana en el contenido intestinal por efecto de 
distintas especies de lombrices epigeas (E. andrei, E. fetida y E. eugeniae) y una anécica (O. complanatus) 
donde el estiércol inicial es alterado por las distintas especies de lombrices por igual. Por lo tanto, de los 
resultados de estos dos estudios podemos esperar que existan bacterias comunes en las deyecciones  de 
las dos especies E. andrei y E. fetida, independientemente del sustrato, debido a los procesos asociados al 
intestino (PAIs) que desarrollan por igual las dos especies de lombrices, llevando a cabo procesos digesti-
vos similares durante la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes en el vermicom-
postaje. En los resultados obtenidos existen 69 OTUS de filos de bacterias entre las deyecciones de las 
distintas especies de lombrices E. andrei y E. fetida que son: Firmicutes (74%), Proteobacteria (22%) y otros 
filos minoritarios como Actinobacteria (3%), Bacteroidetes (0.5%), TM7 (0.3%), Verrucomicrobia (0.01%), 
y bacterias sin clasificar “Unclassified” (0.02%). Además observamos que debido a  un mismo procesado 
del sustrato durante el vermicompostaje, los productos finales de vermicompost podrían mantener las 
condiciones adecuadas (sustrato homogéneo de granulometría fina y oxigenado por los efectos indirec-
tos de la lombrices) para que se establezcan un mismo grupo de bacterias entre especies de lombrices 
diferentes E. andrei y E. fetida. En los resultados obtenidos podemos encontrar que existen 130 OTUs de 
filos de bacterias comunes entre los vermicompost de E. andrei y E. fetida: los de mayor contribución son 
Firmicutes (74%) y Proteobacteria (21%), y otros filos de menor contribución son Actinobacteria (4%), TM7 
(0.46%), otras sin clasificar a nivel de filo “Unclassified” (0.10%), Bacteroidetes (0.12%), Verrucomicrobia 
(0.04%), Acidobacteria (0.03%), Cloroflexi (0.008%). En resumen, a pesar de los cambios de composición 
bacteriana debido a la especie de lombriz y tiempo de maduración del sustrato durante el vermicompos-
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taje, la existencia de microbiomas comunes debidos al mismo procesado del sustrato por las especies de 
lombrices E. andrei y E. fetida ponen de manifiesto el papel de las lombrices de tierra en la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes durante el vermicompostaje. Esto se dará tanto en las pri-
meras etapas, en la fase activa donde se forman las bacterias intestinales comunes entre las deyecciones 
de E. andrei y E. fetida, en las que algunas bacterias intestinales serán mantenidas en las deyecciones y 
formarán un grupo común en las dos especies por igual. Y también en las etapas de maduración, más tar-
días, donde otro grupo de bacterias serán mantenidos debido a las distintas condiciones del sustrato que 
es mezclado con sustrato no modificado del suelo (vermicompost). En unos casos, este grupo de bacterias 
no dependerá de la especie de lombriz cuando estudiamos los grupos comunes entre vermicompost de las 
dos especies de lombrices, pero en otros casos, podría variar el grupo común en las deyecciones y vermi-
compost debido a que E. andrei y E. fetida son dos especies de lombrices distintas que aporten bacterias 
diferentes al grupo común que a su vez, se mantienen en función de las condiciones del sustrato final del 
proceso de vermicompostaje. Conocer estos grupos comunes, pueden ayudar a conocer mejor, el uso de 
las distintas especies de lombrices y sus sustratos derivados del procesado distinto del estiércol de cerdo 
durante el proceso de vermicompostaje. Finalmente, esto podría llevar a cabo más eficazmente el proceso 
de vermicompostaje por la acción conjunta de las especies de lombrices y los sustratos más idóneos que 
puedan favorecer con sus bacterias comunes la fertilización de suelos y su mejor gestión hacia un uso 
sostenible y medioambiental.
Cambios en la a-diversidad de las bacterias debido a las dos especies E. andrei y E. fetida y el tiempo 
durante el proceso de vermicompostaje.
Encontramos que existe una tendencia a aumentar la riqueza de OTUs (Sobs y Chao) durante el vermicom-
postaje; aumento que se produce a pesar la reducción de biomasa microbiana que se observa durante el 
vermicompostaje (Gómez-Brandón et al., 2011). Encontramos que las dos especies de lombrices son igual-
mente ricas en OTUs de filos de bacterias que pueden estar implicadas en la descomposición de materia 
orgánica y reciclado de nutrientes para llevar a cabo más eficientemente el proceso de vermicompostaje 
tanto en la fase activa con las deyecciones de las lombrices, como en la fase de maduración con los vermi-
compost de las mismas. A su vez, las diferencias de riqueza de OTUs en el tiempo (deyecciones respecto 
a vermicompost) de las lombrices, podría hacer que estos sustratos tuvieran diferente resistencia a las 
perturbaciones del medio, y por lo tanto, por lo resultados obtenidos el vermicompost sería más idóneo 
para usar como enmienda orgánica en suelos debido a su mayor riqueza en OTUs de filos de bacterias que 
podrá aportarle mayor resistencia a perturbaciones ambientales (productos tóxicos del ambiente, patóge-
nos etc) que las deyecciones de las mismas menos ricas.  La menor riqueza de OTUs en las deyecciones de 
las dos especies de lombrices que equivale a las primeras etapas del proceso de vermicompostaje, podría 
estar relacionado con los estudios de Gómez-Brandón et al. (2011) donde se encuentra que las deyecciones 
de E. andrei homogenizan los distintos estiércoles ganaderos de los que se alimenta, y se obtiene una 
reducida pero activa biomasa microbiana, que podrían estar relacionada con la baja riqueza asociada a 
esta especie de lombriz, dentro de sus deyecciones. El aumento de riqueza de OTUs encontrado en los 
resultados del vermicompost de las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) podría estar relacio-
nado con estudios con técnicas tradicionales de Aira y Domínguez (2011) donde se evalúa los cambios de 
biomasa microbiana en las primeras etapas del proceso de vermicompost, en un reactor por capas, y se 
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observa un aumento de biomasa microbiana en las primeras etapas (capas más superficiales) y una ba-
jada de biomasa microbiana durante la fase de maduración del estiércol de cerdo en el producto final del 
vermicompostaje, el vermicompost por efecto de las distintas especies de lombrices estudiadas (E. andrei, 
E. fetida y E. eugeniae). Esto se ve acompañada de diferencias en actividad microbiana en las distintas 
especies de lombrices, lo que podría influir en un aumento de la diversidad y composición de las comunida-
des bacterianas, ya que no todos los filos de bacterias se verán afectadas de la misma manera, por lo que 
esta subida en actividad podría darnos una señal del aumento de riqueza de OTUs en los vermicompost 
de nuestro trabajo. También podría estar relacionado con otros estudios moleculares con lombrices (Sinha 
et al. (2010) donde se evalúa el potencial del vermicompost con bacterias beneficiosas donde distintas 
especies de lombrices, entre ellas E. fetida, son vehículo de inoculación de estas bacterias para mejorar el 
crecimiento en plantas y salud de suelos cuando este sustrato es utilizado como enmienda orgánica. En 
este estudio aumenta por igual en todos los vermicompost de las distintas especies de lombrices, estas 
bacterias beneficiosas, por lo que el sustrato más maduro estará aportando nuevas bacterias al sustrato 
de etapas más tempranas del vermicompostaje, como las deyecciones. 
Por otro lado y de igual manera, también encontramos que existe diferente diversidad de OTUs de 
filos de bacterias (diversidad medida con el índice de Simpson) dentro de cada muestra (deyecciones y 
vermicompost) de las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida). En este caso, también existe una 
tendencia a aumentar la diversidad de OTUs en el vermicompost de las dos especies de lombrices por 
igual, debido a que las especies de lombrices no afectan significativamente a los cambios en a-diversidad 
taxonómica. Otros estudios moleculares de Fracchia et al. (2006), Vaz-Moreira et al. (2008) y Fernán-
dez-Gómez et al. (2012) encuentra en el vermicompostaje de residuos ganaderos por E. fetida un mismo 
aumento en la presencia y abundancia de algunas bacterias como (a y δ) Proteobacteria y sobretodo Gram 
positivas: Firmicutes, Actinobacteria aunque necesitaríamos más especies de lombrices para comprobar 
que efectivamente, este aumento en la presencia de estas bacterias se da por igual en distintas especies 
o no. Los estudios de Yakushev et al. (2009, 2011) son los que evalúan mejor estos cambios de diversidad 
bacteriana con técnicas no moleculares y moleculares (DGGE del gen 16S ARNr) debidos a las distintas 
especies de lombrices que emplean (E. andrei, A. caliginosa y A. rosea) durante el proceso de vermicom-
postaje de distintos estiércoles ganaderos. Encuentran que las especies de lombrices afectan al aumento 
de la diversidad microbiana en los vermicompost en relación al estiércol sin procesar, en todas las especies 
por igual, pero no en todos los parámetros estudiados (índice de Shannon-Wiener se mantienen sin alte-
rar por efecto de las especies de lombrices) y además, depende también de la naturaleza del sustrato. En 
resumen, en los resultados obtenidos, las dos especies de lombrices tienen una misma diversidad de OTUs 
(medida con el índice de Simpson) que les permitirán llevar a cabo más eficazmente la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes durante los procesos de vermicompostaje. Y debido a 
que el tiempo está afectando a la a-diversidad taxonómica durante este proceso, los vermicompost será 
más diversos en OTUs de bacterias y su aplicación en suelos como enmienda orgánica podrá permitir una 
mejor salud de los mismos que las deyecciones de lombriz, permitiéndoles a su vez, recuperarse antes de 
las perturbaciones ambientales del medio. En nuestro caso, si observamos los resultados obtenidos de 
la diversidad bacteriana y su reparto medido con el índice de Shannon-Wiener, encontramos que no hay 
efecto de la especie, ni el tiempo en los cambios de diversidad de OTUs de filos de bacterias durante el ver-
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micompostaje, lo que ocurre también en los estudios con lombrices de Yakushev et al. (2009). En cambio, 
se encuentra una interacción entre las deyecciones y el vermicompost de la especie E. andrei que no existe 
en E. fetida. Esta interacción podría estar relacionada con que cuando actúa esta especie de lombriz, E. an-
drei, comiendo estiércol de cerdo se da un aumento de diversidad de OTUs de bacterias importante tras el 
paso del estiércol de cerdo por sus intestinos (es decir, en sus deyecciones), que estará relacionado con la 
bajada  en el tiempo de diversidad de OTUs de bacterias en los vermicompost de esta lombriz. Aunque no 
afectan los factores por separado (especie y tiempo), parece que juntos están manteniendo una baja di-
versidad bacteriana en el vermicompost de esta especie de lombriz que podría favorecer una más estable 
microbiota en estos productos finales del proceso de vermicompostaje. Es decir, posiblemente esta bajada 
de diversidad bacteriana en sus vermicompost podrán estar directamente relacionadas con bacterias de 
la misma especie de lombriz ya que influye el aumento de bacterias en sus deyecciones, en el cambio de 
bacterias en sus vermicompost durante el proceso de maduración del mismo procesado por la lombriz. Por 
lo tanto, el vermicompost de E. andrei podría estar más relacionado con la especie de lombriz, que procesa 
el sustrato de estiércol de cerdo en el tiempo. Esto pone de manifiesto el papel importante de esta especie 
de lombriz, E. andrei  para formar vermicompost con una reducida riqueza de OTUs que pueden favorecer 
la salud y fertilidad de los suelos, pudiendo a su vez, hacer frente mejor a los cambios ambientales del 
medio lo que permitiría un uso más sostenible y medio ambiental de los suelos que E. fetida no.
La existencia de cambios en la diversidad filogenética, que aumenta durante el vermicompostaje, nos 
sugiere que durante la degradación de la materia orgánica a medida que desaparecen las sustancias más 
lábiles y permanecen las más complejas, es necesario que nuevos linajes de bacterias tomen el control 
de la descomposición.. Las deyecciones de las dos especies están manteniendo una más baja diversidad 
de OTUs de filos de bacterias debido a un origen común que tendrán con este sustrato, y por otro lado, 
también se mantiene una mayor diversidad de OTUs de bacterias en los vermicompost de las dos especies 
de lombrices por un mismo origen común de las bacterias con este sustrato final del proceso de vermicom-
postaje. Estas bacterias mejor adaptadas a cada tipo de sustrato, estarán favoreciendo el mantenimiento 
de estas diferencias en diversidad de OTUs de bacterias en el tiempo (en las deyecciones y vermicompost), 
independientemente de la especie de lombriz estudiada (E. andrei y E. fetida). Finalmente, esto pone de 
manifiesto la importancia de los efectos indirectos de las lombrices durante la fase de maduración del 
proceso de vermicompostaje, donde las dos especies por igual tendrán una baja diversidad de OTUs mejor 
adaptadas a las deyecciones de las mismas que se transformarán durante la fase de maduración en otros 
OTUs de filos de bacterias mejor adaptados al sustrato final, vermicompost por su origen común con los 
distintos sustratos. Este aumento de diversidad filogenética en los vermicompost de las dos especies de 
lombrices por igual, permite mantener una mejor resistencia en los vermicompost independientemente 
de la especie, donde las diversas bacterias permitirán la recuperación de suelos más rápidamente, cuando 
este sustrato sea aplicado como enmienda orgánica a suelos. Esto nos permite asegurar la evolución de 
las bacterias con  sus vermicompost, en el tiempo cuando sean aplicados como enmienda orgánica en 
suelos, mejorando así, la salud de los mismos, hacia un uso sostenible y medio ambiental en el presente 
y en el futuro.
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Cambios de la β-diversidad debido a las dos especies de lombrices (Eisenia andrei, E. fetida)  du-
rante los procesos de vermicompostaje.
Por otro lado, además, también encontramos que existen cambios en la β-diversidad bacteriana 
debidos a las dos especies de lombrices (E. andrei y E. fetida). Estos cambios en estructura (cuan-
titativo) como composición (cualitativo) de las comunidades bacterianas aparecen tanto a nivel 
taxonómico como a nivel filogenético. Los cambios en taxonomía nos dicen qué bacterias hay y 
los cambios filogenéticos nos dicen si son filogenéticamente distintas, es decir, reflejan la historia 
evolutiva de estos OTUs, con sus posibles adaptaciones para sobrevivir en cada especie de lombriz 
y tipo de sustrato durante las distintas etapas del proceso de vermicompostaje. Se han encontra-
do resultados similares en otros animales como: en las abejas de la miel en estudios de Moran et 
al. (2011), mamíferos en los estudios de Ley et al. (2008) y esponjas tropicales por Schmitt et al. 
(2012), donde el factor especie o filogenia de los animales, parece influir en los cambios de compo-
sición y (a y β) diversidad taxonómica y filogenética. Además, también se observa este efecto de 
las especies en las lombrices de tierra ya que por los estudios de Byzov et al. (2009) que estudia 
los efectos de distintas especies de lombrices (E. fetida, L. terrestris y A. caliginosa), se encuentran 
que existen cambios de diversidad bacteriana filogenética tras el paso de suelo por los intestinos 
de las lombrices que no están en el mismo. En este último trabajo, se estudian los efectos directos 
de las especies de lombrices en las deyecciones de las mismas, tras el paso de un mismo sustrato 
de suelo por los intestinos de las lombrices. Por otro lado, no existen estudios moleculares que 
relacionen los cambios de diversidad bacteriana entre tipos de muestras diferentes (deyecciones 
y vermicompost) de las especies E. andrei y E. fetida durante el proceso de vermicompostaje. Es 
decir, el factor tiempo y especie de lombriz no están estudiados en conjunto y en profundidad, 
aunque sí que podemos tener estudios con técnicas tradicionales que nos acerquen a nuestros 
resultados, donde se estudia el proceso completo de vermicompostaje: fase activa y fase de madu-
ración (Aira y Domínguez, 2010) o se estudian los procesos por separados: solo en las deyecciones 
(Gómez-Brandón et al., 2012) durante la fase activa y solo en los vermicompost (Lores et al., 2006; 
Aira y Domínguez, 2010, Aira y Domínguez, 2011) durante la fase de maduración. En estos últimos 
casos donde se estudian los procesos por separado, solo podemos relacionar estos cambios de 
biomasa microbiana por el efecto de las distintas especies de lombrices empleadas, pero no por el 
tiempo. Solamente en el caso de Aira y Domínguez (2010) podemos relacionar estos cambios de 
biomasa microbiana entre los dos tipos de muestras (deyecciones y vermicompost) con los cam-
bios de diversidad y composición de las comunidades bacterianas a distintos niveles (taxonómicos 
y filogenéticos) entre deyecciones y vermicompost de las dos especies de lombrices, ya que no to-
das las bacterias se verán afectadas de la misma manera durante los procesos de vermicompostaje 
y podrían variar de distinta manera.
Los resultados obtenidos de los cambios en β-diversidad de bacterias a nivel taxonómico, nos da infor-
mación de lo que hay en un momento puntual y de los factores que están influyendo en ese punto. Es de-
cir, en este caso, el factor especie esté influyendo en los cambios de diversidad bacteriana en la actualidad 
que genera unos patrones de diversidad bacteriana característicos según la distribución de bacterias de las 
deyecciones y vermicompost de las distintas especies de lombrices (E. andrei y E. fetida), que a su vez, al 
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existir efecto del factor tiempo, este patrón de diversidad estará siendo diferente entre los tipos de mues-
tras diferentes (deyecciones y vermicompost) procesadas por las distintas especies de lombrices durante 
el proceso de vermicompostaje. En los resultados obtenidos podemos observar que existen cambios en 
diversidad bacteriana importantes a nivel taxonómico, tanto por el efecto de la especie de lombriz, como el 
tiempo de maduración del sustrato durante los procesos de vermicompostaje. En los casos que la distribu-
ción de bacterias, tiene un patrón diferente según la especie de lombriz, encontramos que una especie de 
lombriz está más relacionada con unas bacterias que otra, lo que aporta unos beneficios a la especie con 
distinta diversidad de bacterias que a la otra durante los procesos de vermicompostaje. Así pues, los cam-
bios de diversidad bacteriana a nivel de β-diversidad taxonómica entre especies de lombrices distintas (E. 
andrei y E. fetida) que comen el mismo estiércol de cerdo y entre muestras (deyecciones y vermicompost), 
están dándonos información del reemplazo de bacterias que hay en los distintos sustratos procesados por 
las lombrices (deyecciones y vermicompost) debido a cada especie de lombriz y su distribución según la 
misma en el tiempo. Así pues, la influencia de estos cambios en β-diversidad taxonómica entre especies 
de lombrices (E. andrei y E. fetida) podría ser debida a la posible evolución de las bacterias con los intes-
tinos de las distintas especies de lombrices por separado (coevolución) y no por las condiciones similares 
de sus sistemas digestivos, ya que al ser dos especies epigeas, de la misma categoría ecológica y además, 
estar estrechamente emparentadas, lo más lógico es que mantengan un similar sistema digestivo para 
llevar a cabo los procesos digestivos de la materia orgánica durante el vermicompostaje. La filogenia de 
estas dos especies de lombrices que coevolucionan con distintas bacterias intestinales, podría estar diri-
giendo los procesos de diversificación hacia la generación de nuevas especies de bacterias en sus sustratos 
procesados (deyecciones) que a su vez, indirectamente podría derivarse en el tiempo a sus vermicompost, 
permitiendose así, distintos patrones de diversidad bacteriana en la actualidad.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad taxonómica analizada con medidas cuantita-
tivas (Bray-Curtis) nos informan de que cada especie de lombriz (E. andrei y E. fetida) y tiempo distinto en 
el procesado del mismo estiércol de cerdo (deyecciones y vermicompsot) están cambiando la abundancia 
de OTUs que pertenecen a diferentes Filos, durante el proceso de vermicompostaje. En los resultados 
obtenidos de correlación con el análisis de componentes principales (PCoAs) encontramos que en el eje 1, 
las altas abundancias de los OTUS de Filos de bacterias Proteobacteria están más correlacionados con las 
deyecciones de E. andrei y E. fetida que con el resto muestras. A su vez, las altas abundancias de Firmi-
cutes y Actinobacteria están más correlacionadas con los vermicompost de las dos especies de lombrices 
que con las deyecciones y en menor medida, pasa los mismo con las bajas abundancias de TM7 y otras 
bacterias sin clasificar “Unclassified”. En el eje 2, Actinobacteria parece estar más correlacionada con las 
deyecciones de E. andrei que con el resto de muestras, aunque existe una más clara diferencia entre las 
deyecciones de E. andrei y las deyecciones de E. fetida que con el resto de vermicompost de las dos espe-
cies de lombrices. En menor medida también están las abundancias de Bacteroidetes y Firmicutes. Y por 
otro lado, Proteobacteria parece tener más correlación con las muestras de deyecciones de E. fetida que 
con las deyecciones de E. andrei. El tiempo de procesado de los  distintos tipos de sustrato, deyecciones 
y vermicompost, durante este proceso de vermicompostaje son los que están generando los patrones de 
diversidad bacteriana actuales con bacterias más dominantes en unos sustratos que en otros,pero depen-
de a su vez, en las primeras etapas del proceso, de las especies de lombrices. Para que esto pase, debe 
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existir variabilidad de sustratos y de especies de lombrices en el medio, es decir, se tiene que llevar a cabo 
el proceso completo de vermicompostaje en el tiempo por las dos especies de lombrices en el medio, para 
que cada tipo de bacteria pueda colonizar mejor unos sustratos y no otros por las condiciones distintas de 
procesado en el tiempo que llevan acabo las lombrices durante los procesos de vermicompostaje. Por un 
lado, las bacterias que colonizan antes las deyecciones tienen un origen intestinal, ya que el procesado de 
las lombrices se da cuando el estiércol de cerdo pasa por los intestinos de las lombrices de tierra durante 
la fase activa del proceso de vermicompostaje, por lo tanto, las bacterias que colonicen estos sustratos, 
habrán colonizado previamente los intestinos de estas lombrices. Que por lo resultados obtenidos, existen 
algunas diferencias de filos de bacterias según la especie de lombriz que modifica el sustrato inicial de 
cerdo (en las deyecciones de E. andrei y E. fetida). Por otro lado, las bacterias de los vermicompost deberán 
ser una mezcla de bacterias intestinales, y otras bacterias que no pertenecen al procesado del sustrato 
por las lombrices, es decir, que el tiempo de maduración del sustrato y las condiciones distintas que se 
dan durante su formación (oxigeno, riqueza en nutrientes y granulometría fina) están permitiendo el cre-
cimiento de distintas bacterias más capacitadas para sobrevivir en este sustrato y no en el otro. Ya que los 
cambios de abundancia de bacterias se debe tanto a las especies de lombrices, como a los distintos proce-
sados del sustrato inicial en el tiempo existe algunos OTUs de los filos Actinobacteria y en menor medida 
Bacteroidetes, Firmicutes, TM7 y otras sin clasificar “Unclassified” cuyos cambios de abundancias en las 
deyecciones están más influidos por la especie de lombriz, E. andrei que E. fetida. Por lo tanto, estos OTUs 
podrían crecer primero en los intestinos de esta especie de lombriz, ya que solo se da en sus deyecciones 
y por lo tanto, podrían estar formando parte de las bacterias intestinales de la misma. Aquí, se nota la 
influencia de la filogenia de las disintas especies de lombrices, y su coevolución en paralelo con distintas 
bacterias intestinales más relacionadas con E. andrei que con E fetida. E. andrei parece favorecer el esta-
blecimiento de aquellas bacterias que mejor colonicen su medio intestinal que a su vez, llevarán a cabo de 
manera más eficaz la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes que E. fetida que no 
permite estas colonizaciones debido a su distinta coevolución con otras bacterias mejor adaptadas a sus 
intestinos durante su  evolución.
Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad taxonómica analizada con medidas cuali-
tativas (coeficiente de Jaccard) nos informan de que cada especie de lombriz (E. andrei y E. fetida) y cada 
tiempo distinto de procesado del sustrato (deyecciones y vermicompost) cambia la presencia de OTUs que 
pertenecen a diferentes Filos. En los resultados obtenidos de correlación con el análisis de componentes 
principales (PCoAs) en el eje 1, encontramos que la presencia de los OTUS de Filos de bacterias Proteo-
bacteria y Bacteroidetes están más correlacionadas con las deyecciones de E. andrei y E. fetida que con 
las muestras de vermicompost de las dos especies de lombrices. Y por otro lado, la presencia de OTUs de 
filos como Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, TM7, Verrucomicrobia y otras bacterias sin clasificar 
“Unclassified” están más correlacionadas con los vermicompost de las dos especies de lombrices que con 
las deyecciones. Además, en el eje 2, encontramos que Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, TM7, 
y otras sin clasificar “Unclassified” están correlacionadas con deyecciones y vermicompost de E. fetida, 
más que con deyecciones y vermicompost de E. andrei. Si nos centramos en las implicaciones de esta 
medida de presencia, observamos que tanto la especie de lombriz como el tiempo restringen o permiten 
la existencia de OTUs. Por lo tanto, esta presencia de bacterias en unos sustrato u otros, parece depender 
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del tipo de bacteria estudiada y sus caracteristicas para poder sobrevivir en las distintas condiciones de 
los mismos. Por otro lado, existe también restricción de otras bacterias por el procesado distinto de los 
sustratos debido a las especies de lombrices (E. andrei y E. fetida). El sistema digestivo de E. fetida y sus 
procesos digestivos asociados a ella, permiten el establecimiento de una bacterias propias como Proteo-
bacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, TM7 y otras sin clasificar “Unclassified” en sus deyecciones y vermi-
compost que son OTUs de filos distintos a los de las deyecciones y vermicompost de E. andrei. El sistema 
digestivo de E. andrei y sus procesos digestivos asociados, permiten el establecimiento de los OTUs de 
los filos Firmicutes, Cloroflexi y Actinobacteria en sus deyecciones y vermicompost en la actualidad. Esto 
puede provocar reemplazamientos de presencia de unas bacterias por otras en  las distintas muestras 
(deyecciones y vermicompost) cuando estas especies de lombrices (E. andrei y E. fetida) se combinen en 
el mismo medio durante la descomposición de materia orgánica y los procesos de vermicompostaje. Este 
reemplazamiento de presencia de OTUs de Filos de bacterias según la especie de lombrices y sustratos 
modificados en el tiempo (deyecciones y vermicompost)  pueden generar patrones de diversidad bacte-
riana determinados que aporten mayor diversidad a los suelos cuando estas muestras son aplicadas en 
los mismos como enmienda orgánica. Esta diversidad de bacterias en los suelos, se mantendrá más alta, 
si existen las dos especies de lombrices en el medio, ya que la falta de alguna especie de lombriz estará 
afectando a la desaparición de la presencia de unas bacterias propias de una de ellas. 
Continuando con los analisis de los cambios en β-diversidad bacteriana, a nivel filogenético cuantitativo 
encontramos que los mismos factores (especie y tiempo) están afectando a los cambios de β-diversidad 
bacteriana durante los procesos de vermicompostaje del estiércol de cerdo. Estos cambios nos informan 
del origen evolutivo común de las bacterias asociadas a las deyecciones y vermicompost de las distintas 
especies de lombrices debido a las mismas. A su vez, estos cambios nos informa de las historias evolutivas 
paralelas de las distintas bacterias mejor adaptadas con sus especies de lombrices diferentes (E. andrei 
y E. fetida) debido al mismo origen común entre unas bacterias con cada especie de lombriz estudiada 
por separado. Además, debido a que el tiempo tambien está afectando a estos diferentes patrones de 
diversidad bacteriana, podrían haber unas bacterias más asociadas a un sustrato u otro (deyecciones o 
vermicompost), debido a un origen común de ciertos filos de bacterias con cada tipo de sustrato diferente 
en el tiempo durante los procesos de vermicompostaje de las lombrices. También a modo general, estos 
cambios de diversidad entre los distintos tratamientos estudiados, nos permite conocer los mecanismos 
que se establecieron en el pasado. Es decir, las interacciones que ocurrieron durante la formación del 
microbioma intestinal se dieron por el efecto de las especies de lombrices pero debido al tiempo de ma-
duración del sustrato estas relaciones pueden variar por un proceso de adaptación donde las bacterias 
que mejor explotaron los recursos de los respectivos sustratos fueron dirigidas por una fuerza mayor de 
selección natural a ocupar estos medios. Por lo tanto, los resultados obtenidos a nivel de diversidad fi-
logenética analizada con medidas cuantitativas (weighted Unifrac) nos informan de que cada especie de 
lombriz  y tipo de sustrato (deyecciones y vermicompost) cambia la abundancia de OTUs que pertenecen 
a diferentes Filos. Según los resultados obtenidos con el análisis de componentes principales (PCoAs) del 
eje 1, las abundancias de OTUs de Filos de bacterias mejor adaptadas son Proteobacteria, Firmicutes, y Ac-
tinobacteria que correlacionan con las muestras de vermicompost de E. andrei y E. fetida más que con las 
deyecciones de las dos especies de lombrices. En menor medida encontramos que OTUs de los filos TM7, 
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Cloroflexi y otras bacterias sin clasificar ”Unclassified” también están mejor adaptadas a estas muestras. 
Por otro lado, los OTUs de filos de Bacteroidetes correlacionan más con las deyecciones de E. andrei y E. 
fetida que con los vermicompost de ambas lombrices. En todos los casos, los distintos OTUs de filos de 
bacterias están mejor adaptados a unos sustratos más que a otros en el tiempo. Es decir, los cambios de 
β-diversidad a nivel filogenético entre sustratos (deyecciones y vermicompost) de las dos especies de lom-
brices sobre las medidas cuantitativas (abundancia) nos informan que ciertos OTUs de Filos de bacterias 
fueron los que primero colonizaron el intestino por una mayor abundancia de los sustratos en el medio y 
una mayor variedad de los mismos durante los procesos de vermicompostaje. Por otro lado, otros OTUs 
de filos de bacterias fueron las que se desarrollaron en él durante el mezclado de las deyecciones (y en-
vejecimiento) con el sustrato no modificado, debido a las distintas condiciones (nutricionales, físico-quí-
micas), que además cambian durante el tiempo. Volviendo a los resultados obtenidos con el análisis de 
coordenadas principales (PCoAs), las abundancias de OTUs en el eje 2, encontramos que los OTUs de filos 
de bacterias que correlacionan mejor con las deyecciones y vermicompost de E. fetida son Proteobacteria 
y Firmicutes y en menor medida con los OTUs de filos de Acidobacteria, Bacteroidetes y otras sin clasificar 
“Unclassified”. Por otro lado, los filos de OTUs de bacterias Actinobacteria y TM7 correlacionan mejor con 
las deyecciones y vermicompost de E. andrei. En este caso, proliferan distintos OTUs de filos de bacterias 
dependiendo de la especie de lombriz estudiada. Así pues, el sistema digestivo de E. fetida y los procesos 
digestivos asociados a este de la lombriz, permitirán la colonización de bacterias en las deyecciones y ver-
micompost de la misma. El mismo procesado de estiércol de cerdo por esta especie de lombriz, estará per-
mitiendo el desarrollo de ciertos OTUs de filos de bacterias que no se den en la especie E. andrei. Lo mismo 
ocurre con las diferencias en diversidad bacteriana encontradas en las deyecciones y vermicompost de E. 
andrei, cuyo sistema digestivo y procesos digestivos diferentes, permitirán el crecimiento de otros OTUs 
de filos de bacterias característicos de la lombriz. Así pues se estarán generando patrones de diversidad 
en el pasado, por la mejor adaptación de estas bacterias a cada una de las especies de lombrices (E. andrei 
y E. fetida), que se mantendrán en el presente con más seguridad. Estos cambios de diversidad debido 
al efecto de las especies de lombrices sobre sustratos distintos, estarán implicadas en los mecanismos 
que se establecen entre bacterias y lombrices y explican los procesos de adaptaciones de las bacterias 
con estos sustratos en un pasado común. Estos mecanismos a su vez, estarán siendo mantenidos para 
desarrollar una más eficaz descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes durante los 
procesos de vermicompostaje.
Finalmente, los resultados obtenidos a nivel de diversidad filogenética analizada con medidas cualita-
tivas (Unifrac UnWeigthed) nos informan de igual manera que en el análisis cuantitativo (Unifrac Weig-
thed) que cada especie de lombriz y tipo de sustrato (deyecciones y vermicompost) cambia la presencia 
de OTUs que pertenecen a diferentes Filos. Según los resultados obtenidos con el análisis de coordenadas 
principales (PCoAs), la presencia de OTUs de Filos de Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, TM7, Ve-
rrucomicrobia y otras bacterias sin clasificar “Unclassified” están correlacionados con los vermicompost 
de E. andrei y E. fetida que con las deyecciones de las mismas lombrices. Al contrario, la presencia de los 
OTUS de filos Bacteroidetes están más correlacionados con las deyecciones de las dos especies de lombri-
ces que con sus vermicompost. En el eje 2, encontramos que los OTUs de filos como Proteobacteria, TM7, 
Acidobacteria, y otras sin clasificar “Unclassified” correlacionan más con las deyecciones y vermicompost 
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de E. fetida que con el resto de muestras y por otro lado, que Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes 
correlacionan más con las deyecciones y vermicompost de E. andrei que con los distintos sustratos de E. 
fetida. En estos análisis, ocurre igual que en el cuantitativo filogenético, aunque encontramos diferencias 
de ciertos filos de bacterias que no son iguales en los distintos tratamientos estudiados, los dos factores 
(tiempo y especie de lombriz) afectan a los cambios de diversidad bacteriana filogenética. Por lo tanto, 
la presencia de ciertas bacterias en las deyecciones y vermicompost de la misma especie, es debido a un 
origen común entre los sustratos disintos (deyecciones y vermicompost) con la especie en el pasado. Y 
la presencia de otras bacterias en los vermicompost de las dos especies y en las deyecciones de las dos 
especies de lombrices están relacionadas con un mismo origen común entre las bacterias y las condiciones 
de los distintos sustratos, más que con la especie de lombriz. Las adaptaciones de ciertas bacterias a un 
sustrato u otro, o a una especie de lombriz u otra, permiten el mantenimiendo de ciertas bacterias en la 
actualidad, y se puede predecir que se mantendrán en los mismos en un futuro, independientemente de la 
especie de lombriz estudiada. Por lo tanto, esto pone de manifiesto el papel de las especies de lombrices 
(E. andrei y E. fetida) durante el proceso de vermicompostaje, donde ciertos OTUs de filos de bacterias 
serán propios de cada especie y a su vez, serán modicados en el tiempo durante la formación del producto 
final, vermicompost. Esto permitirá a las distintas especies de lombrices, llevar a cabo una más eficiente 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes, ya que dispondrán de bacterias propias 
que otra lombriz no tiene. A su vez, como el tiempo está modificando la presencia de ciertas bacterias en 
los disintos sustratos, el vermicompost será un producto diferente, con distintas bacterias propias mejor 
adaptadas que favorecerán los procesos de vermicompostaje, cuyas aplicaciones a suelos como enmienda 
orgánica podrán mantener la salud de los mismos y su uso sostenible y medio ambiental en un futuro.
3.6. Conclusión.
En conclusión, las diferencias en composición bacteriana ha dependido del tipo de filo de bacteria 
estudiada para determinar el efecto de la especie de lombriz y sustratos diferentes (deyecciones y 
vermicompost) a procesar por las lombrices durante el vermicompostaje de estiércol de cerdo. Los 
filos de bacterias que son afectados por la especie de lombriz, E. andrei y E. fetida, son pocos, en-
contrándose solo las abundancias de los filo Proteobacteria y Firmicutes influidos por las mismas. 
Por un lado, E. andrei parece favorecer los cambios por las altas abundancias en Firmicutes, tanto 
en sus deyecciones como vermicompost, aunque existe una tendencia a aumentar en los vermi-
compost de las mismas según el factor tiempo que afecta durante los procesos de vermicompos-
taje de estiércol de cerdo. Por otro lado, E. fetida parece favorecer cambios por las altas abundan-
cias en Proteobacteria, que debido a que también el factor tiempo afecta a los cambios de este 
filo de bacteria, a su vez, se da una reducción en la abundancia de este filo en sus vermicompost 
durante el mismo proceso. Esta misma tendencia a reducirse la abundancia se da en Bacteroidetes, 
pero en esta ocasión, solo está afectada por el tiempo, donde las dos especies de lombrices están 
favoreciendo una baja abundancia de este filo en sus vermicompost. Otros filos de bacterias están 
cambiando durante el vermicompostaje, como TM7 y otras bacterias sin clasificar “Unclassified”, 
pero solo actúa el tiempo de maduración del sustrato, donde las dos especies de lombrices actúan 
por igual. En estos filos, se observa una misma tendencia a aumentar en el vermicompost como 
pasaba con el filo Firmicutes, pero en esta ocasión las dos especies aumentan estos distintos filos 
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por igual. Esto podrá deberse a las condiciones del sustrato modificado por las distintas especies 
de lombrices (E. andrei y E. fetida), que al cambiar las condiciones (aireación, homogenización de 
la materia orgánica con granulometría más fina) en el producto final del vermicompostaje favo-
recen a unos filos de bacterias, más que a otros. Esto concuerda con los resultados obtenidos en 
a-diversidad taxonómica y filogenética, donde los cambios de riqueza y diversidad medidos con los 
distintos índices (taxonómica: Chao, Simpson, Simpson y Shannon-Wiener y filogenético: índice de 
Faith), nos permiten relacionar los cambios de riqueza y diversidad de ciertos OTUs de bacterias 
con el tiempo, más que con la especie de lombriz estudiada, donde otra vez, existe una tendencia a 
aumentar en los productos finales del proceso de vermicompostaje, es decir, en los vermicompost. 
Estos aumentos de riqueza y diversidad de OTUs en los vermicompost podrían estar relacionados 
con OTUs de bacterias que mejor explotan los recursos disponibles en estos sustratos, es decir 
pueden degradar mejor los componentes más complejos que han quedado al final de la descom-
posición de la materia orgánica por las distintas especies de lombrices. Las implicaciones filogené-
ticas nos confirman que los vermicompost son más eficaces como enmienda orgánica para suelos 
que las deyecciones de las distintas lombrices, ya que distintos OTUs de filos bacterias han tenido 
una mejor adaptación en estos sustratos, haciéndolos más resistentes a las perturbaciones del 
medio, tanto en la actualidad, como en un futuro. Esto pone de  manifiesto que las condiciones del 
sustrato procesado por distintas especies de lombrices, son las que determinan finalmente, la más 
eficaz descomposición de la materia orgánica durante los procesos de vermicompostaje. Por otro 
lado, que también existan diferencias en la β-diversidad bacteriana tanto a nivel taxonómico como 
filogenético entre las distintas especies de lombrices durante los procesos de vermicompostaje, 
nos informan de que existe un reemplazamiento de OTUs de filos de bacterias diferentes cuando 
las dos especies de lombrices conviven en un mismo medio, en este caso, estiércol de cerdo. Y ade-
más, que estos reemplazamientos también se dan en los distintos tiempos de maduración del sus-
trato. Hay que destacar qué debido a que los mismos dos factores (especie y tiempo) están afec-
tando también a nivel filogenético, el reemplazamiento entre bacterias entre las dos especies de 
lombrices y sustratos (deyecciones y vermicompost) aportarán mayor seguridad para la aplicación 
de los distintos sustratos procesados por las dos especies de lombrices, como enmienda orgánica 
para suelos. La mejor adaptación de unas bacterias a los sustratos y por otro lado, a las especies 
de lombrices, asegurará que se mantendrán los distintos patrones de diversidad bacteriana en los 
suelos tras la aplicación de cualquiera de estos dos sustratos procesados por distintas especies 
de lombrices a los mismos. Esto podrá favorecer que se mantengan estos cambios de diversidad 
bacteriana en los suelos en un futuro y  a su vez, esto pone de manifiesto el papel importante de 
estas dos especies de lombrices y sus efectos (directos e indirectos) durante la descomposición 
de la materia orgánica y reciclado de nutrientes en los procesos de vermicompostaje. Finalmente, 
a pesar de los cambios de composición y (a y β) diversidad, podemos observar que la composi-
ción bacteriana básica encontrada entre deyecciones de las dos especies (E. andrei y E. fetida) nos 
confirman que el mismo origen común de estas dos especies están afectando al mantenimiento 
de un mismo grupo de bacterias como afirman otros estudios con ténicas de menor resolución 
(Gómez-Brandón et al., 2012; Aira et al., 2009, 2010 y Parthasarathi y Ranganathan, 2006). Y por 
otro lado, otra composición básica será mantenida debido a las condiciones de los sustratos pro-
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cesados en el tiempo por las dos especies de lombrices en unos casos (vermicompost de E. andrei 
y E. fetida) y por una misma lombriz (deyecciones y vermicompost de cada especie). En conclusión, 
dependiendo del uso que se quiera hacer de los suelos, e independientemente de los cambios en 
composición y a y β diversidad bacterianas debidos a la especie y sustrato de lombriz procesado, 
las lombrices de tierra estarán favoreciendo una más eficaz descomposición de la materia orgánica 
y reciclado de nutrientes en el proceso completo de vermicompostaje, tanto en las primeras etapas 








Descomposición de la materia orgánica y las lombrices de tierra
Las lombrices de tierra juegan un papel importante en la aceleración de la descomposición de la 
materia orgánica y reciclado de nutrientes a través de sus relaciones con los microorganismos (Do-
mínguez et al., 2010).  Para conocer mejor qué mecanismos estaban gobernando los procesos de 
especiación y adaptación de ciertos filos de bacterias en los intestinos de las lombrices de tierra y 
así, profundizar sobre los diferentes patrones de diversidad y composición bacterianas existentes en 
los intestinos de las lombrices de tierra, se ha estudiado en los diferentes capítulos de esta tesis los 
efectos de distintos factores: la dieta (capítulo 1), la categoría ecológica de lombriz y la especie de 
lombriz (capítulo 2) y la especie de lombriz así como los cambios temporales (deyección a vermicom-
post) (capítulo 3) sobre los cambios de composición y (α y β) diversidad bacterianas (taxonómica y 
filogenética) tras el paso de distintos estiércoles ganaderos.  
Por los resultados obtenidos, podemos observar que las relaciones existentes entre las distintas 
especies de lombrices de tierra y los OTUs de filos de bacterias dependen de manera importante de 
la dieta de la que se alimenta la lombriz que es el caso del capítulo 1 y también aunque de manera 
indirecta en el caso del capítulo 2. En este capítulo 1, E. andrei es alimentada con tres estiérco-
les distintos (vaca, caballo y cerdo) y se observa que la distinta composición de los estiércoles está 
afectando a los cambios de composición y β-diversidad bacterianas, pero no en la α- diversidad,  lo 
que permite un recambio de OTUs de filos de bacterias según los cambios en dietas y a su vez, el 
mantenimiento de unos filos de bacterias característicos que pueden hacer frente mejor a las pertur-
baciones del medio, aportando mayor resistencia a los cambios ambientales (α-diversidad). A su vez, 
por las características particulares del intestino de E. andrei (pH bajo, alto contenido en mucus y nu-
trientes y baja concentración O
2
, entre otras), distintas al medio que rodea a la lombriz, encontramos 
que hay una composición básica en las deyecciones de E. andrei independientemente de la dieta. Hay 
que comentar que los filos de bacterias en el grupo común a esta especie de lombriz está dominado 
por Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, TM7 y Chloroflexi, que no están cambiando en las 
dietas, es decir, que algunos filos tienden a aumentar como Actinobacteria y otros a disminuir por 
efecto de la lombriz como Firmicutes y Proteobacteria, y algunas bacterias sin clasificar (“Unclassi-
fied”). Estas bacterias están involucradas en la fijación de N
2
 y mineralización de los suelos durante la 
descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes de los estiércoles ganaderos, lo que 
permite que se desarrolle este proceso más eficazmente, pero son las lombrices y sus intestinos las 
que permiten que se acelere este proceso, ya que las características de los intestinos de esta especie, 
están permitiendo unas relaciones bacteria-lombriz que podría considerarse mutualismos propios de 
las mismas. Lo mismo ocurre en el capítulo 3, donde los intestinos de E. andrei parecen favorecer los 
cambios de composición bacteriana, permitiendo el establecimiento de un grupo de bacterias que 
además son también comunes a E. fetida que son los OTUs de filos como Firmicutes, Proteobacteria, 
Actinobacteria, Bacteroidetes, TM7, Verrucomicrobia, y otras bacterias sin clasificar “Unclassified”. 
En este grupo de bacterias comunes a las dos especies de lombrices podemos observar que existen 
algunos OTUs de filos bacterianos que coinciden entre los grupos comunes de las deyecciones de E. 
andrei y E. fetida (capítulo 3) y los grupos comunes en las deyecciones de E. andrei comiendo distinta 
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dieta (capítulo 1), aunque existen algunos filos de bacterias que varían en función de la especie de 
lombriz, como podemos observar en los cambios de composición y β-diversidad bacterianas entre 
las deyecciones de E. andrei y E. fetida (capítulo 3) . Por lo tanto, como ocurría con otros animales: 
mamíferos (Ley et al., 2008), abejas de la miel (Moran et al. 2011) y esponjas (Schmitt et al., 2012), 
el factor filogenia de lombriz, en el caso de la especie de lombriz E. andrei, parece afectar a los cam-
bios de composición bacteriana, es decir, la evolución distinta de esta especie de lombriz con las 
bacterias de sus intestinos (coevolución) podría llevar a establecer relaciones bacteria-lombriz que 
podrían considerarse mutualismos propios. Esto pone de manifiesto el papel importante de las dos 
especies de lombrices estrechamente emparentadas, E. andrei y E. fetida, qué afectan a los procesos 
de especiación de bacterias intestinales, siendo sus intestinos un “hot spot” o punto caliente de di-
versificación de bacterias distintas al medio que rodea a las lombrices, estableciendo así, relaciones 
bacterias-lombriz que podrían ser mutualismos propios de cada especie de lombriz, que desempeña-
rán funciones particulares durante la descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes 
de los estiércoles ganaderos como fijación de N
2
 atmosférico, desnitrificación y otros procesos que 
aceleran la descomposición de materia orgánica y reciclado de nutrientes.
A su vez, si observamos los resultados del capítulo 2, comprobamos que la categoría ecológica tam-
bién está afectando en los cambios de composición y (α y β) diversidad bacterianas, aunque también 
existen algunas diferencias de composición y β-diversidad (taxonómica y filogenética) basándonos 
en la medida cuantitativa entre especies de lombrices más que entre categorías ecológicas, se pue-
de considerar que los sistemas digestivos similares entre las especies de lombrices de una misma 
categoría ecológica son los que permiten establecerse unas bacterias y no otras para llevar a cabo 
los procesos digestivos de la materia orgánica de los estiércoles ganaderos. Hay que destacar de que 
según la especie de lombriz y categoría ecológica a la que pertenecen, no todos los filos de bacterias 
son afectados por igual, ni a nivel taxonómico, ni filogenéticamente y que también depende de la 
medida utilizada (cuantitativa o cualitativa), estableciéndose distintos patrones de diversidad en-
tre las mismas. En composición, los OTUs de filos de bacterias que son afectados por las especies 
de lombrices (L. terrestris, L. friendi, D. hortensis, E. andrei y P. excavatus), también lo son entre 
categorías ecológicas (anécicas y epigeas) como Firmicutes y otros filos de bacterias sin clasificar 
“Unclassified”. A pesar de esto, existe un filo de bacterias, Proteobacteria, que solo es afectado por 
la categoría ecológica de lombrices, siendo más abundantes en epigeas que en anécicas. A parte, la 
existencia de distintos grupos de bacterias comunes a cada categoría ecológica (anécicas y epigeas), 
pone de manifiesto el papel de la categoría ecológica donde los sistemas digestivos diferentes que 
llevan a cabo los procesos digestivos propios de cada categoría ecológica de lombrices son los que 
gobiernan los cambios de composición bacteriana intestinales hacia un microbioma básico entre ca-
tegorías ecológicas de lombrices. Además, a nivel α-diversidad taxonómica también se observa que 
la categoría ecológica afecta a la riqueza en el índice Chao, donde las anécicas son las que tienen 
un índice más alto que las epigeas, lo que puede aportarles un beneficio ya que resistirán mejor los 
cambios o perturbaciones ambientales existentes en el medio. A su vez, en términos de diversidad, 
en α diversidad taxonómica, medida con distintos índices (Simpson y Shannon-Wiener) tanto las es-
pecies como sus categorías ecológicas parecen no afectar a los cambios de ciertos filos de bacterias, 
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por lo que existirán unas bacterias igualmente diversas en las deyecciones de todas las especies, 
independientemente de su categoría. Esto pone de manifiesto el papel de los intestinos de las dis-
tintas especies de lombrices y las características similares de los mismos que independientemente 
de su categoría ecológica puede favorecer y acelerar de igual manera la descomposición de la materia 
orgánica y reciclado de nutrientes.
Y que por otro lado, los cambios de β-diversidad bacteriana están relacionados según el nivel utili-
zado (cuantitativo o cualitativo) con la categoría ó  especie de lombriz, qué favorecen el recambio de 
bacterias cuando las distintas lombrices de categorías diferentes conviven en un medio. Así pues, 
según los datos obtenidos la combinación de las distintas especies estudiadas (L. terrestris, L. friendi, 
D. hortensis, E. andrei y P. excavatus) en el estiércol de caballo, permitirá el establecimiento de una 
microbiota propia en cada especie de lombriz, donde según la medida cuantitativa aumentará la 
colonización de bacterias Firmicutes mejor adaptadas a la especie L. terrestris que al resto. A su vez, 
aumentará la colonización de bacterias Proteobacteria, Bacteroidetes y Flavobacteria mejor adap-
tadas a las especies de lombrices E. andrei, D. hortensis, L friendi y P.excavatus que a L. terrestris 
y finalmente aumentará la colonización por su mayor abundancia de las bacterias Actinobacteria y 
por su menor abundancia de las bacterias TM7, Verrucomicrobia y sin clasificar “Unclassified” que 
estarán mejor adaptadas a las especies E. andrei y L. terrestris. Las implicaciones a nivel filogenético 
de estos cambios debido a las especies, nos informan que ciertas bacterias estarán más adaptadas 
a unas especies de lombrices que otras y esto permitirá conocer mejor los procesos de formación del 
microbioma básico intestinal de las mismas en un pasado ya que serían las bacterias que primero 
colonizaran este medio por sus mejores capacidades para explotarlo y esto a su vez, se espera que 
se mantenga con más seguridad en un futuro. A pesar de estas diferencias debido a las especies, 
existe una tendencia en la medida cualitativa (presencia) a agruparse estos cambios de diversidad 
bacteriana por categorías ecológicas (anécicas y epigeas). En el análisis de PCoAs filogenético, con 
medida cualitativa (UnWeigthed), encontramos que los OTUS de filos Firmicutes, Actinobacteria, 
Acidobacteria y TM7 están separando las muestras de las especies L. terrestris y L. friendi (anécicas) 
y los OTUs de filos Proteobacteria y Bacteroidetes son los que separan las especies de lombrices D. 
hortensis, E. andrei y P. excavatus (epigeas) sobre el eje. En general, parece que la tendencia de unos 
cambios de composición y riqueza en α-diversidad y el recambio de bacterias en β-diversidad es de-
bido principalmente a la categoría ecológica de las lombrices. Así pues, permiten que se establezcan 
mutualismos propios más relacionados con sus hábitos alimenticios que con la filogenia de las espe-
cies de lombrices que las componen. Esto queda reflejado en los grupos comunes entre anécicas y por 
otro lado epigeas que estarán favoreciendo el establecimiento un microbioma básico que favorece 
una más eficaz descomposición de la materia orgánica y reciclado de nutrientes. 
En conclusión, comparando los resultados de los tres capítulos, podemos afirmar que a pesar de las 
diferencias encontradas en composición y (α y β) diversidad (taxo y filogenéticamente hablando) 
tanto con medidas cuantitativas, como cualitativas, entre especies de lombrices, tanto en el capítulo 
1, como en el capítulo 2, los cambios de composición y diversidad son debidos a la dieta (estiércoles 
de vaca, caballo y cerdo) y a los hábitos alimenticios de las distintas especies de lombrices de tierra 
que se clasifican en categorías ecológicas de anécicas (L. terrestris y L. friendi) y epigeas (D. hortensis, 
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E. andrei y P. excavatus) como ya se ha estudiado en otros trabajos realizados con animales y más 
concretamente con lombrices (Gómez-Brandón et al., 2011; Egert et al., 2004; Knapp et al., 2009, 
Thakuria et al., 2010), pero los grupos comunes a las deyecciones de E. andrei y E. fetida estudiados 
en el capítulo 3 nos permiten conocer que los intestinos de estas lombrices pueden estar afectando 
a la formación de un microbioma básico ya que este ejerce un control sobre los cambios de filos de 
bacterias particulares, seleccionando las que estén más capacitadas para explotar este medio que a 
su vez, desempeñarán funciones particulares en la descomposición de la materia orgánica y reciclado 
de nutrientes, igual que ejercerá un control importante sobre patógenos ambientales que puedan 
causar contaminación ambiental.
El vermicompost y las lombrices de tierra
El vermicompostaje se define como un proceso de biooxidación, degradación y estabilización de la 
materia orgánica, a través de la acción conjunta de algunas lombrices de tierra y microorganismos, 
mediante el que se obtiene un material final estabilizado, homogéneo, rico en nutrientes y de granu-
lometría fina denominado vermicompost (Domínguez, 2004). Para conocer mejor qué mecanismos 
estaban gobernando los procesos de especiación y adaptación de ciertos filos de bacterias en las dis-
tintas etapas del proceso de vermicompostaje (efectos directos e indirectos de las lombrices de tie-
rra), se ha querido profundizar sobre el factor especie (E. andrei y E. fetida) y  tiempo de maduración 
del procesado de estiércol de cerdo por las lombrices en muestras de deyecciones y vermicompost 
durante los cambios de composición y diversidad bacterianas del mismo. En el capítulo 3, donde se 
estudian estos factores, observamos en general, que la mayor parte de los OTUs de filos de bacterias 
son más afectados por el tiempo que por la especie de lombriz. Esto se observa en los resultados ob-
tenidos donde en la composición los filos de bacterias afectados por el tiempo son mayores: Proteo-
bacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, TM7 y otras bacterias sin clasificar “Unclassified”, y solo en el caso 
de Proteobacteria y Firmicutes son afectados a su vez, por la especie, sin haber ninguna interacción 
entre ambos factores. En general, algunos filos tienden a aumentar en el vermicompost y otros dis-
minuyen. Lo mismo ocurre en la α-diversidad, donde tanto taxo como filogenéticamente hablando, 
existen cambios debidos al tiempo, y una tendencia a aumentar la riqueza y diversidad en el vermi-
compost de las dos especies de lombrices por igual. Es decir, los efectos indirectos de las lombrices 
en el tiempo, son las que estarán favoreciendo unas condiciones idóneas para el crecimiento y desa-
rrollo de filos particulares de bacterias ya que el tiempo es el que permite que se establezcan estas 
condiciones debido a que durante la descomposición de la materia orgánica, tras la descomposición 
de los sustratos más fácilmente asimilables para la lombriz, quedan los sustratos de más compleja 
degradación, recalcitrantes, que son los que formarán parte del producto final, vermicompost y solo 
algunos filos de bacterias serán capaces de finalizar el proceso de vermicompostaje. Este producto 
a su vez, será diferente al que podríamos obtener en un proceso de descomposición sin lombrices, 
ya que es un sustrato homogéneo de granulometría más fina, con aporte de nutrientes por parte de 
las lombrices y más oxigenado, que el estiércol inicial de cerdo.  En este caso, los filos de bacterias 
tienden a aumentar en el producto final del proceso de vermicompostaje, el vermicompost, indepen-
dientemente de las especies de lombrices E. andrei y E. fetida.  A su vez, el recambio de especies en 
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la β-diversidad también se ve favorecido por el tiempo, pero en este caso también por la especie de 
lombriz dependiendo de la medida utilizada y nivel (taxo o/y filogenético) estudiado. A modo gene-
ral, aunque existan estas diferencias a nivel de composición y β diversidad debidas a las especies y el 
tiempo, existe un grupo de bacterias comunes tanto en vermicompost de las dos especies, como en 
las deyecciones de ambas. Por otro lado, también en las deyecciones y vermicompost de E. andrei y 
por último, también en las deyecciones y vermicompost de E. fetida que estarán siendo mantenidos 
más por el efecto del procesado de las distintas especies, que por el tiempo, que favorecerán  una 
composición básica entre las mismas. Estos grupos comunes estarán favorecidos en unos casos, 
debido a un mismo origen común de las dos especies de lombrices estrechamente emparentadas (E. 
andrei y E. fetida), y en otros casos, debido a los procesos de envejecimiento que están asociados a 
los efectos indirectos de las lombrices, donde el tiempo, es el que está influyendo en estas mismas 
condiciones del sustrato que permiten establecer esta microbiota básica en cada una de las especies 
de lombrices. En conclusión, según los resultados obtenidos el proceso de vermicompostaje está 
siendo favorecido tanto en las primeras etapas del proceso, con las deyecciones de las dos especies 
de lombrices, como en las etapas más tardías, en el vermicompost de las mismas, lo que pone de 
manifiesto el papel importante de las lombrices de tierra, en la descomposición de la materia orgáni-
ca y en particular, en los procesos de vermicompostaje de estiércol de cerdo. Finalmente, esto puede 
llevar a optimizar mejor el proceso de vermicompostaje, hacia la utilización de ambas especies de 
lombrices o solo una, según la aplicación del vermicompost que se quiera realizar como enmienda 
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